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1. INTRODUCCION

1.1. LA ANTARTIDA

El Continente Antirtico se encuentra ubicado en el polo sur del planeta, y para realizar una
somera descripcion geografica, se lo puede dividir en 2 grandes regiones, una continental
(14.000.000 km?) y la otra insular (39.000.000 km?) que incluye las islas y los mares congelados
que lo rodean. La gran cobertura de hielo hace de la Antartida el Continente con mayor altura,
2.000 m sobre el nivel del mar. Las condiciones climdticas son desfavorables para la vida animal
y vegetal, la temperatura minima registrada fue de -88,5°C, las rafagas de viento superan los 200
km/h, y la forma predominante de precipitacion es la nieve.

La situacién de aislamiento que presenta la Antartida con respecto a los otros Continentes
es unica. Un cinturén de mares profundos interpone distancias de 1.000 km con América y hasta
3.600 km con Africa. Tal separacién es una barrera practicamente infranqueable y explica la
ausencia de vertebrados terrestres, a excepcion de mamiferos marinos y algunas especies de aves
migratorias vinculadas al mar.

En las costas antarticas, durante los meses de verano, habitan aves y mamiferos de
adaptacion acudtica. En el zooplancton marino de las aguas antarticas predominan el krill y los
copépodos, ademds de otros crusticeos, larvas de peces, moluscos, salpas y diversos organismos
gelatinosos. El krill es el principal componente de la cadena tréfica y la especie mds abundante es
Euphausia superba. La fauna presente en el ambiente continental se reduce a algunos
invertebrados (artrépodos, insectos y ardcnidos), mientras que la flora esta representada por mds
de 150 especies de liquenes, 75 especies de musgos, una especie de graminea (Deschampsia

antarctica) y el menos frecuente clavel antartico (Colobanthus quietensis) (de la Vega, 2000).



La presencia humana en la Antartida se remonta a la segunda década del siglo XIX con la
llegada de los primeros exploradores, balleneros y foqueros. Con estas expediciones comenzaron
a desarrollarse investigaciones tendientes a conocer los componentes de uno de los pocos
ecosistemas a los que el hombre no habia tenido acceso.

A medida que los avances tecnoldgicos posibilitaron mayores facilidades, la investigacion
y su logistica asociada aumentd, alcanzando en la actualidad casi medio centenar de paises que
desarrollan actividades en la Antartida. Si bien a lo largo del siglo pasado se emprendieron
numerosos trabajos cientificos en diversas disciplinas, solo desde hace pocos afios el hombre
comenzo a plantearse el estudio y la preservacion del medio ambiente antartico como una linea
de prioridad. En las dltimas décadas, la comunidad cientifica internacional reconocié la necesidad
de reducir el nivel de deterioro global ocasionado por el hombre. Uno de los puntos maés
importantes que se aconseja considerar es la manutencién de las dreas poco alteradas con la
menor intervencion antrépica posible. Entre estas dreas la Antartida ocupa un lugar de privilegio
(Acero et al., 2001).

1.1.1. LEGISLACION VIGENTE EN LA ANTARTIDA

¢ El Tratado Antartico

El Tratado Antéirtico (www.opanal/NWFZ/Antartico/antartico_sp.pdf) fue firmado en
Washington el 1° de diciembre de 1959 y la Nacion Argentina, firmante primaria del documento,
lo ratific6 en su totalidad mediante la ley 15.802 sancionada el 26 de abril de 1961. Dos meses
mads tarde fue ratificado por todos los paises signatarios. El Tratado Antértico entré en plena
vigencia el 23 de junio de 1961, instaurando un nuevo espacio polar situado al sur de los 60° S,

espacio que desde entonces es utilizado exclusivamente con fines pacificos.



Cuando el Tratado Antartico entré en vigencia, se establecieron pautas fundamentales
para que el impacto derivado de la presencia humana en la Antartida fuera minimo.

Durante la década de 1960, estas inquietudes se reflejaron en numerosas recomendaciones
tendientes a la conservacion, no solo del medio ambiente, sino también de sus recursos naturales.
Estas pautas de comportamiento, acordadas y ratificadas por todos los paises miembros del
Tratado, son las leyes que actualmente rigen en la Antartida.

¢ Convencion para la Proteccion de la Flora y la Fauna Antartica

En 1964, la Convencién para la Proteccion de la Flora y la Fauna Antartica constituy6 el primer
ambito que proveyé una serie de definiciones fundamentales sobre la proteccion y conservacion
del medio ambiente antértico. En este contexto se defini6 al Area del Tratado Antartico como un
Area Especial de Conservacion. Entre los puntos salientes de la misma se definen figuras tales
como las de Areas Especialmente Protegidas, Sitios de Especial Interés Cientifico y Especies
Protegidas.

¢ Convencion para la Conservacion de los Recursos Vivos Marinos Antarticos

En 1980, se estableci6 el acuerdo denominado Convencidén para la Conservacion de los Recursos
Vivos Marinos Antarticos (CCAMLR) (www.ccamlr.org). Este acuerdo, del que también es parte
signataria original la Republica Argentina, se aplica a todos los recursos vivos marinos de la
Antartida, incluidas las aves que se encuentran al sur de la Convergencia Antértica.

¢ Protocolo de Madrid

En 1991, se firmé el Protocolo al Tratado Antartico sobre la Proteccion del Medio Ambiente
(Protocolo de Madrid) (www.conama.cl/portal/1255/fo-article-26075.pdf) que complementa y

refuerza al Tratado Antartico para garantizar que la Antdrtida siga utilizandose exclusivamente



con fines pacificos y cientificos, y que no se convierta en escenario u objeto de discordia
internacional. El Protocolo reconoce las oportunidades unicas que ofrece la Antartida para la
observacion cientifica y la investigacion de procesos de alcance global y regional. De esta
manera, el Protocolo de Madrid designa a la Antartida como “reserva natural consagrada a la paz
y a la ciencia”. Los principios medio ambientales sobre los cuales se apoya el Protocolo estdn
contenidos en el Articulo 3. Dichos principios enuncian la necesidad de proteccion de los valores
naturales y cientificos de la Antartida. Para ello, en el Protocolo se destaca la obligacién de
realizar una planificacién cuidadosa de las actividades antarticas, de modo de evitar o atenuar los
impactos perjudiciales sobre el medio ambiente. Asimismo, en el Protocolo se establece la
necesidad de elaborar evaluaciones previas de tales impactos, asi como actividades de monitoreo
constante. Cinco anexos forman parte integrante del Protocolo:

I. Evaluacién del Impacto sobre el Medio Ambiente

II. Conservacién de la Fauna y la Flora Antértica.

III. Eliminacién y Tratamiento de Residuos.

IV. Prevencion de la Contaminacién Marina.

V. Proteccién y Gestion de Zonas.

El Protocolo de Madrid entr6 en vigencia el 14 de enero de 1998, una vez que fue
ratificado por todas las Partes Consultivas del Tratado Antartico. Nuestro pais aprobd el
Protocolo mediante la Ley Nacional 24.216, del 19 de mayo de 1993. Es importante sefialar que
estd en proceso de estudio un sexto Anexo al Protocolo, que se refiere a la Responsabilidad por
Dafio Ambiental, por el cual cada Parte deberd responder econémicamente por las consecuencias

ambientales de sus actividades.



Para el cumplimiento de los objetivos del Protocolo de Madrid se creé el Comité de
Proteccion Ambiental (CEP) (www.cep.ag/MediaLibrary/asset/Medialtems), cuyas funciones
consisten en proporcionar asesoramiento y formular recomendaciones a la Reunién Consultiva
del Tratado Antartico. En sus sesiones el CEP cuenta con la presencia de todas las Partes del
Tratado Antértico, los presidentes de los Comités Cientificos de Investigaciones Antérticas
(SCAR) (www.scar.org) y de la CCAMLR (www.caamlr.org), asi como de representantes de
organizaciones no gubernamentales, relacionadas con la actividad antdrtica, tales como la
Asociaciéon Internacional de Operadores Turisticos Antéarticos (JAATO) (www.iaato.org), la
Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN) (www.iucn.org) y la
Coalicién del Océano Austral y el Antartico (ASOC) (www.asoc.org), quienes participan en el
CEP en calidad de observadores.

Entre las principales pautas de proteccion ambiental contenidas en el Protocolo de Madrid
se encuentra la Conservacion de la Flora y la Fauna (Articulos 3.1, 3.2, 3.3, 3.4, 3.5, 3.6, 4.1, 4.2,
43,44 y6.2, Apéndices A, B y C del Anexo II). El Protocolo de Madrid establece una serie de
restricciones respecto a la toma e intromision perjudicial de especies antdrticas, como asi también
respecto a la introduccion de especies no autdctonas, dado que estas acciones pueden representar
una amenaza para la flora y la fauna antartica.

El Articulo 4 del Anexo II del Protocolo de Madrid se refiere a la “introduccién de
especies, parasitos y enfermedades no autéctonas” y prohibe la introduccion de especies animales
no autéctonas como por ejemplo perros. Asimismo, esta prohibido ingresar animales vivos con
fines alimenticios. Inclusive, cada Parte debe solicitar que se tomen precauciones para impedir la
introduccién de microorganismos como virus, bacterias, parasitos, y hongos ausentes en la fauna

y la flora nativa.



1.1.3. LA REPUBLICA ARGENTINA EN EL CONTINENTE ANTARTICO

La presencia continua de la Republica Argentina en la Antértida se inici6 en el afio 1904, fecha
en que se inaugurd la Base Orcadas en la Isla Laurie, Islas Orcadas del Sur, siendo la tnica que
desde entonces funciona permanentemente en la regién. Este hito histérico, sin precedentes en el
mundo coloca a la Argentina como un pais de reconocida tradicion antartica.

Desde el establecimiento de la Base Orcadas hasta la actualidad, se estimularon y
coordinaron diversos proyectos cientificos destinados a incrementar el conocimiento relacionado
con el Continente Antértico. Se instalaron 16 Bases Cientificas, de las cuales 6 operan durante
todo el afio, y numerosos refugios. Asimismo, Argentina cuenta con una operatividad logistica
que permite realizar las campafias antdrticas que se programan en funciéon de la actividad
cientifica, de interés prioritario para el pais.

En la Republica Argentina, la Direccién Nacional del Antartico (DNA) (www.dna.gov.ar)
establecié un Procedimiento Nacional apropiado para que cada actividad a desarrollarse en la
Antértida sea evaluada considerando el posible impacto sobre el medio ambiente antartico y los
ecosistemas dependientes y asociados. Este procedimiento consiste en que los responsables de las
actividades desarrolladas en la Antértida, informen a la DNA sobre sus aspectos mds relevantes,
de acuerdo con lo establecido por el Protocolo de Madrid. A partir de tal informacién, la DNA
elabora evaluaciones de Impacto Ambiental en cada actividad y considera el otorgamiento de
diferentes permisos. Si la evaluacién preliminar de una actividad a desarrollarse en el Area del
Tratado Antértico determina que ésta puede causar un impacto menor o transitorio sobre el medio
ambiente se realizard una Evaluacion Inicial del Medioambiente (IEE). Si a través de una IEE se

determina que una actividad a desarrollarse en el Area del Tratado Antartico puede tener un



impacto mayor que minimo o transitorio, se realiza una Evaluacién Medioambiental Global
(CEE).

La DNA, a través del Ministerio de Relaciones Exteriores, Comercio Internacional y
Culto, comunicard la realizaciéon de evaluaciones IEE o CEE, conforme a los requisitos
especificados en el Articulo 3, inciso 3 y en el Articulo 6 del Anexo I del Protocolo de Madrid
(Acero et al., 2001).

1.1.3. BAHIA ESPERANZA

Bahia Esperanza (63° 24°S, 56° 59°0), se encuentra en el extremo Noreste de la Peninsula
Antartica, sobre el margen occidental del estrecho Antarctic, el cual la separa de las Islas
Durville, Joinville y Dundee (Figuras 1a y 1b). Bahia Esperanza posee un ancho maximo de 3 km
y una longitud aproximada de 5 km. La costa Norte de la Bahia presenta un disefio formado por
paredes glaciarias que penetran verticalmente en el mar. La costa Sur posee en su mayor parte
una pendiente abrupta de derrubios, terminando en una estrecha franja intermareal con un ancho
promedio no mayor a 10 m (Acero et al., 1996).

Durante la época estival, el drea total libre de hielo desde la costa de la Bahia hasta las
laderas del Monte Flora es de aproximadamente 4 km?. En el centro de la costa Sur se forma una
pequena Peninsula (Peninsula Esperanza), definida por la Caleta Choza hacia el Este y la Caleta
Aguila hacia el Oeste (Figura 2)

El paisaje es producto de la accion de 3 agentes principales: glaciario, fluvial, y remocién
en masa. Se presentan profundos valles en “U” rellenos con sedimentos arrastrados por el hielo y
formando morenas frontales y laterales. La accion fluvial se intensifica con el aumento de la

temperatura, poniendo en movimiento o incrementando cursos de agua con alto poder erosivo,



mientras que la remocién en masa ocasiona acumulacién de rocas en los lugares bajos debido a la
inestabilidad de las pendientes.

El margen Sudoeste de Bahia Esperanza se caracteriza por la presencia de numerosos
cuerpos de agua dulce, cuya fuente principal de alimentacién proviene de las aguas de fusion
glaciaria en la época estival. Los cuerpos de agua dulce estin representados por: a) lagos
permanentes, que no se congelan en el fondo y generalmente estdn libres de hielo en verano; b)
estanques que se congelan totalmente durante el invierno y pueden presentar una cubierta de
hielo durante el verano; c) charcas temporarias que se caracterizan por presentar escasa
profundidad, por congelarse totalmente en invierno y por ser inconstantes de un afio a otro, segin
las variaciones geomorfoldgicas; y d) chorrillos de deshielo, presentes en los meses de primavera
y verano, cuyo caudal y recorrido varian segun las condiciones climdticas y las caracteristicas
geomorfoldgicas (Izaguirre et al., 1998).

La situacién geografica de Bahia Esperanza y sus caracteristicas topograficas le confieren
un riguroso clima maritimo, frio y humedo. De acuerdo a las mediciones del Servicio
Meteoroldgico Nacional se observa que la region es barrida por vientos de una intensidad media
de 40 km/h y frecuentes rafagas de hasta 180 km/h. Las temperaturas oscilan entre -30°C y 10°C
en valores absolutos y los valores medios son inferiores a 1°C en la totalidad de los meses del
afio. Excepto algunos dias del afio las precipitaciones son solidas (Acero et al., 1996).

Durante los meses de primavera y verano en esta Bahia nidifican las siguientes especies
de aves: pingiiino Adelia (Pygoscelis adeliae), pingiiino papua (Pygoscelis papua), gaviota
cocinera (Larus dominicanus), skua (Catharacta sp.), paloma antartica (Chionis alba), gaviotin
antartico (Sterna vitata) y petrel de Wilson (Oceanites oceanicus). Ocasionalmente se pueden

observar ejemplares de petrel gigante del sur (Macronectes giganteus) y cormordn antartico



(Phalacrocorax bransfieldensis) (Coria y Montalti, 1993) (Figura 3). La colonia reproductiva de
pingiiinos Adelia es muy importante y presenta una poblacién del orden de 124.000 parejas
(Myrcha et al., 1987) (Figura 4). Esta colonia provee una gran cantidad de alimento a las
palomas, gaviotas y skuas que nidifican en la zona y a los ejemplares no reproductivos que se
agrupan en torno a los cuerpos de agua dulce originados por el deshielo. Al finalizar el verano los
pingiiinos migran, con lo cual disminuye el principal aporte alimenticio de las aves predadoras y
carroieras. Durante los meses de otofio e invierno el terreno se cubre de nieve, los cuerpos de
agua dulce se congelan, como asi también el mar que circunda a la Bahia, obligando a las aves
voladoras a buscar zonas de mar abierto para abastecerse de alimento.

No existen asentamientos de mamiferos marinos y solo se pueden observar individuos
solitarios de foca de Weddell (Leptonichotes weddelli), foca cangrejera (Lobodon
carcinophagus), lobo fino antértico (Arctocephalus gazella) y elefante marino (Mirounga
leonina) descansando en las playas de punta Foca y en la costa Este de Caleta Choza. También es
posible observar leopardos marinos (Hydrurga leptonix) cazando pingiiinos en Caleta Aguila.

En Bahia Esperanza existen muy pocas zonas capaces de proporcionar condiciones micro-
ambientales favorables para el desarrollo de vegetacion. La vegetacion terrestre estd representada
por liquenes crustosos que tapizan la superficie de las rocas y en menor medida por briofitas del
Género Politrychum en sitios reparados. En asociacién con lugares inundables o de deficiente
drenaje se encontré Prasiola crispa, un alga terrestre.

Presencia humana en Bahia Esperanza
En 1902, luego del hundimiento del buque Antarctic, 3 integrantes de la expedicién sueca
dirigida por el Dr. Otto Nordenskjold sobrevivieron durante mas de un afio en un precario refugio

construido en Bahia Esperanza. Durante su angustiosa estadia en el lugar, estos hombres



recolectaron fésiles de vegetales en el Monte Flora, mediante los cuales se demostré que hace
mads de 100 millones de afios el ecosistema antértico presentaba caracteristicas de selva tropical.
Cuarenta ainos después de esa histérica epopeya, se construyeron 2 refugios en el drea, uno en la
costa Este de la Bahia (Inglaterra), y otro en la Peninsula Esperanza (Argentina). El refugio inglés
se incendié en 1948 y posteriormente fue reconstruido en la zona Noreste del Lago Boeckella,
denominandose “Trinity House”. En la actualidad, el refugio Trinity es utilizado solamente
durante los meses de verano por la Republica Oriental del Uruguay, y por lo tanto las actividades
desarrolladas en sus instalaciones provocan un impacto ambiental menor que el ocasionado por la
Base Esperanza.

A partir del afio 1953, el Ejercito Argentino comenzd la construccién de la Base
Esperanza, ocupando el territorio en forma progresiva. La Base alcanzé su tamafio actual hacia
fines de la década de 1970 y desde entonces es una de las 6 Bases Argentinas que opera durante
todo el afo. En la actualidad la Base cuenta con 38 edificios que cubren una superficie
aproximada de 3.000 m’ y una superficie modificada de 11 hectdreas (Figura 5).

Las instalaciones tienen capacidad para alojar a 100 personas durante el verano, y a 50
durante el invierno. La energia eléctrica es provista por una usina principal con 2 motores de uso
alternado y una usina de emergencia. La provision de agua potable se realiza mediante una toma
en el Lago Boeckella, que previa filtracion es distribuida a las instalaciones de la Base. Las aguas
servidas son maceradas y eliminadas al mar mediante un sistema de bombeo a través de una red
cloacal.

En la actualidad los residuos sélidos y liquidos no cloacales son transportados fuera de la
zona del Tratado Antartico, de acuerdo a las normas de tratamiento de desechos existentes.

La carga de aprovisionamiento es transportada cada verano por el rompehielos A.R.A.



“Almirante Irizar”, descargdndose a tierra mediante el uso de helicopteros. Ademads, desde la
Base Vicecomodoro Marambio se brinda apoyo logistico, proporcionando el transporte de
personal, carga y correo, mediante la utilizacion de aviones Twin-Otter que anevizan en el glaciar
Esperanza (Acero et al., 1996).
1.1.4. AVES ANTARTICAS
La diversidad de aves que nidifican en la Antartida es baja y esta representada por 4 Ordenes:
Sphenisciformes, Procellariiformes, Pelecaniformes, y Charadriiformes.
¢ Orden Sphenisciformes
Los pingiiinos pertenecen al Orden Sphenisciformes. Este es el unico Orden de aves en el cual
todas sus especies son marinas y perdieron la capacidad de vuelo. El origen del Orden
Sphenisciforme se remonta al Paleoceno y desciende de ancestros voladores. Si bien en el pasado
este Orden tuvo una gran diversidad, ya que se reconocieron mas de 30 especies extintas, en la
actualidad existe una sola Familia Spheniscidae que agrupa a 17 especies de pingiiinos, de las
cuales 7 nidifican al sur de los 60° S.

Los pingiiinos son aves tipicas y exclusivas de mares templados y frios del hemisferio sur,
y las especies con poblaciones mds numerosas se encuentran en aguas antdrticas y subantarticas.
Todas las especies son similares tanto en su conformacién anatémica como en su coloracién y no
presentan dimorfismo sexual, sin embargo su tamafio varia considerablemente. Existen especies
como el pingiiino enano (Eudyptula minor) que habita en Australia y Nueva Zelanda que mide
40 cm y especies como el pingiiino emperador (Aptenodytes forsteri) restringido a la Antértida
que posee una altura de 115 cm y pesa 30 kg. Entre las caracteristicas estructurales maés
destacadas se puede mencionar que poseen un cuerpo hidrodindmico, una densa cubierta de

plumas y que las alas estdn modificadas en forma de aletas.



Los pingiiinos solo arriban a las costas a reproducirse y a mudar su plumaje. Son especies
sociales y gregarias, nidifican en colonias densas, las cuales pueden comprender entre cientos y
millones de individuos. El periodo reproductivo presenta una duracién aproximada de 6 meses,
ponen 2 huevos que son incubados por ambos sexos. La dieta de los pingiiinos antarticos esta
compuesta principalmente por krill (Euphausia spp.) y otras especies de eufausidos como
Thysanoessa macrura, y en menor proporcion por cefalépodos y peces.

Las especies de pingiiinos que mds abundan en el extremo noreste de la Peninsula
Antartica, Islas Shetland del Sur e Islas Orcadas del Sur son: pingiiino Adelia (Pygoscelis
adeliae), pingiiino barbijo (Pygoscelis antarctica) y pingiiino papua (Pygoscelis papua) (Soave et
al., 2003).
¢ Orden Procellariiformes
El Orden Procellariiformes es uno de los Ordenes mds antiguos entre de las aves, ya que su
origen se remonta al Eoceno. Este Orden presenta 4 Familias: Procellariidae, Diomedeidae,
Hydrobatidae y Pelecanoididae.

El Orden Procellariiformes presenta una gran diversidad de especies. En la Antartida y
Subantértida se encuentran 17 especies, como por ejemplo el albatros de ceja negra (Diomedea
melanophris), albatros errante (Diomedea exulans), petrel gigante del sur (Macronectes
giganteus), petrel damero (Daption capense), petrel de las nieves (Pagodroma nivea) y petrel de
Wilson (Oceanites oceanicus).

Una de las caracteristicas anatémicas mds destacable de este Orden es la morfologia de su
pico, el cual estd formado por placas corneas que en algunas Familias como Procellariidae
presenta forma de tubo en la cual desembocan las narinas. Se destacan también el desarrollo de

glandulas supraorbitales y patas palmadas. Las aves de este Orden presentan una gran variacion



de tamafo, desde 30 cm y 50 g de peso como el petrel de Wilson, hasta 3,5 m de envergadura y
12 kg de peso como el albatros errante. Al igual que los pingiiinos no presentan dimorfismo
sexual.

Los Procellariiformes son aves marinas peldgicas que solo van a la costa a reproducirse.
Obtienen su alimento del mar y utilizan diferentes técnicas para alimentarse, muchas especies se
alimentan de carrofia, desechos de barcos y cleptoparasitismo. En general forman colonias
reproductivas y ponen un solo huevo que es incubado por ambos sexos (Soave et al., 2003).

¢ Orden Pelecaniformes

Los Pelecaniformes constituyen un antiguo grupo que se origind a finales del Eoceno. Se los
divide en 6 Familias: Phaethontidae, Pelecanidae, Sulidae, Phalacrocoracidae, Anhingidae y
Fregatidae.

Estas aves se encuentran vinculadas al agua y la distribucién del Orden es cosmopolita,
aunque la unica Familia que se encuentra en la Antédrtida es Phalacrocoracidae, con un solo
representante, el cormordn antartico. Esta especie nidifica en las Islas Shetland del Sur y en la
Peninsula Antértica. Fenotipicamente no presentan dimorfismo sexual y los principales
integrantes de su dieta son peces y crustdceos. Los cormoranes forman colonias reproductivas
muy densas en pefiones de dificil acceso y ponen 3 huevos que son incubados por ambos sexos
(Soave et al., 2003).

¢ Orden Charadriiformes
El Orden Charadriiformes se divide en 3 Subordenes: Alcae, Charadrii y Lari.
El suborden Alcae esta representado por la Familia Alcididae, que no presenta especies

que nidifican en la Antartida.



El Suborden Charadrii agrupa 12 Familias, de las cuales solo una especie de la Familia
Chionidae nidifica en la Antartida, la paloma antartica.

El Suborden Lari estd formado por 4 Familias: Stercorariidae, Laridae, Sternidae y
Rynchopidae. En la Antartida nidifican especies de las 2 primeras Familias: skua pardo
(Catharacta antarctica lonnbergi), skua polar del sur (Catharacta maccormicki), gaviota
cocinera y gaviotin antértico (Sterna vitata).

La Familia Chionidae es exclusiva del hemisferio sur y comprende un Género: Chionis y
2 especies: alba y minor. Chionis alba nidifica desde la Antartida e Islas Subantarticas del
Océano Atlantico hasta las costas del Mar Argentino, Uruguay y Brasil. Chionis minor nidifica
en las Islas Kerguelen e Islas Subantérticas del Océano Indico. No realizan largas migraciones
como otras especies del Orden Charadrii. Generalmente se asocian a las colonias reproductivas
de otras aves. Se las puede observar solas o en pequefios grupos, son curiosas y muy
caminadoras. No poseen dimorfismo sexual y se alimentan de carrofa, huevos, pichones,
moluscos y crusticeos. También cleptoparasita en las colonias de pingiiinos y mamiferos
marinos. Construyen el nido entre las rocas y ponen 3 huevos.

La Familia Stercorariidae proviene de la Familia Laridae, de una divergencia que ocurrié
hace 10 millones de afios en los finales del Mioceno. La Familia Stercorariidae es de distribucion
cosmopolita y comprende aves denominadas skuas, de las cuales existen 7 especies en todo el
mundo. Dos de estas especies nidifican en la Antartida, el skua pardo y el skua polar del sur. El
skua pardo es una especie circumpolar antdrtica y subantdrtica, se distribuye y nidifica
alopatricamente a los largo de las Islas del Arco de Scotia y de la Peninsula Antdrtica hasta los
65° S. Se alimenta de huevos y pichones de pingiiinos o de adultos de pequefios

Procellariiformes. También comen carrofia, peces y crustdceos. El skua polar del sur se



reproduce en el Continente Antértico extendiendo su distribucién hacia el norte de la Peninsula
Antartica y las Islas Orcadas del Sur. Se alimenta de peces, y preda huevos y pichones de
pingiiinos. Sus rutas migratorias son muy variadas pudiendo llegar en el invierno polar austral
hasta las Islas Aleutianas y las costas de Norteamérica. Las 2 especies de skua defienden sus
territorios de nidificacion y alimentacién, cercanos a las colonias de pingiiinos, y nidifican
simpatricamente en pocas areas de la Peninsula Antértica e Islas Subantarticas. Ambas especies
ponen 2 huevos por temporada y ninguna presenta dimorfismo sexual.

La Familia Laridae comprende 2 Subfamilias: Larinae (gaviotas) y Sterninae
(gaviotines). Son cosmopolitas desde el Artico hasta la Antartida, con representantes en todas las
regiones. En la Antdrtida nidifican la gaviota cocinera y el gaviotin antartico.

En los dltimos 20 afios el drea de distribucién de la gaviota cocinera aumento, abarcando
en la actualidad las costas de Sudamérica, Islas del Atlantico Sur, Islas del Pacifico Sur, Islas
Subantérticas y Antartida. Estas aves forman colonias de nidificacion en el mismo sitio durante
varias temporadas reproductivas y habitualmente crian entre 2 y 3 pichones. En Sudamérica, las
gaviotas cocineras se encuentran asociadas a basurales, zonas portuarias y dreas agropecuarias
(Figura 6). En la Antartida su dieta estd compuesta por moluscos, peces, crustidceos y carrofa.
(Montalti et al., 2003).

El gaviotin antdrtico es un ave no migratoria que reside en la Antartida y se alimenta
principalmente de krill, aunque en verano también captura peces como el Pleuragramma
antarcticum. Forma grandes colonias reproductivas y ponen entre 1 y 2 huevos. Esta especie es

muy susceptible a la presencia humana (Montalti et al., 2003).



1.1.5. ANTECEDENTES DE ENFERMEDADES QUE AFECTAN A LAS AVES
ANTARTICAS Y SUBANTARTICAS

El conocimiento de las enfermedades infecciosas que afectan a las aves antarticas es escaso y mas
aun los trabajos en los que se describe el aislamiento de agentes infecciosos vinculados con la
muerte de aves antdrticas y subantarticas (Kerry et al., 1999).

La confluencia de los océanos alrededor del Continente Antértico forma una barrera
natural que solo puede ser atravesada por algunas especies de aves migratorias, limitando de esta
manera el contacto con agentes infecciosos e imposibilitando la introduccién de vectores u
hospedadores intermediarios. Estas condiciones pueden proteger a las aves antdrticas de contraer
enfermedades de amplia distribucién mundial. Sin embargo, la baja incidencia de enfermedades
citadas no significa que las aves antarticas estén libres de ellas. Probablemente los
microorganismos capaces de causar enfermedad estén presentes en las poblaciones de aves pero
su expresion no se observé con frecuencia. Las aves que nidifican en la Antartida pueden portar
determinados agentes infecciosos adquiridos en sus rutas migratorias y no manifestar signos de
enfermedad, aunque es posible que enfermen y mueran bajo determinados factores
predisponentes (Kerry et al., 1999).

La velocidad del transporte moderno a la Antartida sumado al nimero de visitantes que
arriba a la region polar del sur aumentd considerablemente y estos cambios pueden incrementar
la introduccién de enfermedades (Mortimer, 1999). Debido a la escasa informacién acerca de los
patégenos que afectan a las aves antarticas, es muy dificil determinar el origen de las
enfermedades, y si estas son endémicas o introducidas a expensas del hombre.

En la Republica Argentina entre los afios 1999 y 2003 se realizaron 5 campafias antarticas

destinadas al estudio de las enfermedades que afectan a las aves antérticas, mediante las cuales



se obtuvieron importantes resultados (Leotta et al., 1998; 2000; 2001; 2002; 2003; Vigo et al.,
2001; Reinoso et al., 2002; Unzaga et al., 2002; Baumeister et al., 2004; de Hoog et al., 2005).
Dichos estudios se realizaron a través del Convenio firmado entre el Instituto Antdrtico
Argentino (IAA) y la Universidad Nacional de La Plata (UNLP).

1.1.5.1. Evidencia de posibles enfermedades infecciosas en aves antarticas

Mediante la deteccion de anticuerpos, la deteccion de ADN de microorganismos infecciosos y el
aislamiento de bacterias potencialmente patdgenas, se pudo evidenciar que las poblaciones de
aves antdrticas estuvieron expuestas a distintos agentes infecciosos.

a) Evidencia serologica de enfermedades infecciosas en aves antarticas

Mediante estudios seroldgicos se demostré que las aves antdrticas estuvieron expuestas a una
variedad de microorganismos, y que generaron una respuesta humoral similar o igual a la
producida por los agentes etiolgicos de algunas enfermedades infecciosas conocidas. Mediante
la deteccién de anticuerpos se sugirié que las aves antdrticas y subantérticas pudieron padecer
enfermedades infecciosas y se recuperaron.

A continuaciéon se mencionan los trabajos en los que se demostré la presencia de
anticuerpos contra microorganismos y enfermedades infecciosas en aves antdrticas y
subantarticas.
® Chlamydia spp. en pingiiino emperador y pingiiino rockhopper (Cameron, 1968).
® Chlamydia spp. en pingiiino papua y pingiiino rey (Aptenodytes patagonica) (Moore Yy

Cameron, 1969).

e Paramixovirus en pingiiino Adelia y pingiiino rey (Morgan et al., 1978).



e Paramixovirus, Influenza y Enfermedad de Newcastle en pingiiino Adelia y pingiiino
emperador (Morgan y Westbury, 1981).

¢ Influenza A, en pingiiino Adelia (Austin y Webster, 1993).

¢ Enfermedad Infecciosa Bursal, en pingiiino Adelia (Gardner et al., 1997).

® Borrelia burgdorferi en pingiiino rey (Gauthier-Clerc et al., 1999).

e Toxoplasma gondii en pingiiino Adelia y petrel gigante del sur (Unzaga et al., 2002).

¢ Influenza A, en pingiiino Adelia, pingiiino barbijo, pingiiino papua, skua y petrel gigante del
sur (Baumeister et al., 2004).

b) Deteccion de ADN de agentes infecciosos

Actualmente es posible determinar la presencia de un agente infeccioso en las aves mediante la

deteccion de su ADN. Hasta el presente se realizd un solo trabajo de estas caracteristicas,

mediante el cual se detect6 ADN de Chlamydophila abortus en muestras obtenidas de skuas

(Herrman et al., 2000).

c) Aislamiento de bacterias potencialmente patogenas para las aves antarticas

En algunos trabajos se intenté demostrar la presencia de bacterias potencialmente patdgenas para

las aves antérticas, y por ende el rol de las aves migratorias como posibles reservorios de estas

bacterias. A continuacién se mencionan los trabajos en los que se aislaron bacterias

potencialmente patdgenas para las aves antdrticas y subantarticas.

¢ Cinco serovares de Salmonella en pingiiinos Adelia (Oelke y Steinger, 1973).

o Salmonella Enteritidis en un pingiiino papua (Olsen et al., 1996).

e Campylobacter jejuni en pingiiinos macaroni (Eudyptes chrysolophus) (Broman et al., 2000).



e Salmonella Enteritidis en albatros de ceja negra (Diomedea chlororhynchos) (Palmgren et al.,
2000).

e Campylobacter lari biotipo I en skua y gaviota cocinera, y C. lari biotipo II en pingiiino
Adelia (Leotta et al., 2001).

e FEdwardsiella tarda en pingiliino Adelia, pingiiino papua, petrel gigante del sur, skua, paloma
antdrtica, gaviota cocinera, huevos infértiles de pingiiino Adelia y carcasas de pingiiinos
Adelia (Leotta et al., 2001).

® Salmonella Enteritidis y Salmonella Newport en una poblacién de petrel gigante del sur (Vigo
et al., 2001).

d) Enfermedades parasitarias y fiingicas en aves antarticas

En la Antartida se pudieron diagnosticar algunas enfermedades parasitarias que afectan a las

aves. Sin embargo, la mayoria de las enfermedades parasitarias y fingicas en aves antarticas se

describieron en ejemplares cautivos.
A continuaciéon se mencionan los trabajos en los que se describieron enfermedades de
origen parasitario y fingico en aves antarticas y subantarticas.

e Mucormicosis osteolitica en pingiiinos cautivos (Bigland et al., 1961).

® Micosis del tracto respiratorio de los pingiiinos cautivos (Appleby, 1962).

e (arrapatas, piojos y pulgas en pingiiinos antarticos y subantarticos (Murray, 1964).

¢ Nematodes en pingiiinos antérticos (Schmidt, 1965).

e Aspergilosis en pingiiinos papua cautivos (Flach et al., 1990).

e (Cestodes en aves marinas (Prudhoe, 1969).

e (Cestodes en pingiiinos antérticos (Morgan et al., 1978).



e Plasmodium spp. en pingiiinos cautivos (Stoskopf y Beier, 1979).
o Aspergillus fumigatus y Aspergillus flavus como agentes patdgenos secundarios en pingiiinos
cautivos (Stoskoff y Beall, 1980).

¢ Nematodes, Acantocéfalos y Cestodes en aves antérticas (Zdzitowiecki y Drodz, 1980).
1.1.5.2. Mortalidad de aves antarticas y subantarticas
Las tasas de incidencia y prevalencia de las enfermedades que afectan a las poblaciones de aves
antarticas y subantérticas son dificiles de obtener, ya que dependen de la capacidad diagndstica
de los investigadores interesados y de la notificacion de los casos (Kerry et al., 1999). Si bien se
registraron algunas mortalidades de aves en la Antartida e Islas Subantarticas, en la mayoria de
los episodios no se pudo arribar a un diagndstico definitivo, ya que los datos existentes se deben a
unos pocos y casuales hallazgos de animales muertos.

A continuacion se detallan las mortalidades registradas en aves antdrticas y subantarticas,
en orden cronoldgico.
® 1965. Mortalidad de 37 palomas antérticas en Factory Cove, Isla Signy, Islas Orcadas del Sur.
No se determiné la causa (Howie et al., 1968).
e 1971. Mortalidad masiva de pingiiinos papua en la Isla Signy, Islas Orcadas del Sur.
Mortandad causada aparentemente por Pufinosis (MacDonald y Conroy, 1971).
e 1972. Mortalidad masiva de pichones de pingiiinos Adelia en las cercanias de la Estacion
Mawson (Australia). No se determind la causa (Kerry et al., 1999).
e 1978. Brote de Cdlera Aviar en skuas pardos en la Isla Litchfield, en las cercanias de la

Estacion Palmer (USA) causado por Pasteurella multocida (Parmelee et al., 1979).



e 1981. Mortalidad del 90% de la poblacion de skuas pardos en Bahia del Almirantazgo, Isla 25
de Mayo, Islas Shetland del Sur. No se determind la causa (Trivelpiece et al., 1981).

e 1981. Mortalidad de 12 skuas en Bahia Esperanza, Peninsula Antértica. No se determind la
causa (Montalti et al., 1996).

e 1986. Mortalidad de pingiiinos rockhopper (Eudyptes chrysocome) en la Isla Campbell
asociada a P. multocida (de Lisle et al., 1990).

e 1990. Mortalidad de 38 skuas en Bahia Esperanza, Peninsula Antértica. No se determind la
causa (Montalti et al., 1996).

e 1997. Mortalidad de 23 skuas en Bahia Esperanza, Peninsula Antartica. No se determiné la
causa (Leotta et al., 2002).

e 2000. Muerte de un petrel gigante del sur en Peninsula Potter, Isla 25 de Mayo, Islas Shetland
del Sur, debido a Célera Aviar (Leotta et al., 2003).

e 2000. Mortalidad de skuas y gaviotas cocineras en Bahia Esperanza, Peninsula Antértica,
causada por Coélera Aviar (Leotta et al., 2000).

1.2. COLERA AVIAR

Durante la mitad del siglo XVIII, en Europa se observaron varias epornitias. La causa de estas
mortalidades masivas de aves fue estudiada en Francia en 1782 por Chabert y en 1836 por Mailet,
quién empled por primera vez el término Cdlera Aviar. En 1851, Benjamir realizé una detallada
descripcién de la enfermedad y demostré que se podia diseminar por cohabitacién. En 1880
Louis Pasteur aisl6 el agente etioldgico, lo hizo crecer en caldo de pollo y lo utilizé para producir
inmunidad en animales. En el afio 1900, Lignieres denominé a la enfermedad ‘‘Pasteurelosis

Aviar” (Rhoades y Rimler, 1995).



Colera Aviar es una enfermedad infectocontagiosa de amplia difusién mundial que afecta
tanto a las aves domésticas como a las silvestres. Generalmente se presenta como una enfermedad
septicémica de curso agudo, con alta morbilidad y alta mortalidad; aunque segin la
susceptibilidad de la especie aviar afectada, el curso de esta enfermedad puede ser crénico.

1.2.1. AGENTE ETIOLOGICO

El agente etiolégico del Cdlera Aviar es Pasteurella multocida (Micrococcus gallicidus, 1883;
Micrococcus cholerae gallinarum, 1885; Octopsis cholerae gallinarum, 1885; Bacterium
cholerae gallinarum, 1886; Bacillus cholerae gallinarum, 1886; Pasteurella cholerae
gallinarum, 1887; Coccobacillus avicidus, 1888; Pasteurella avicida, 1889; Bacterium
multicidum, 1889; Pasteurella avium, 1903; Bacillus avisepticus, 1903; Bacterium avisepticum,
1903; Bacterium avisepticus, 1912; Pasteurella aviseptica, 1920; Pasteurella septica, 1929;
Pasteurella multocida, 1939) (Rhoades y Rimler, 1995).

1.2.1.1. Taxonomia del Género Pasteurella

La descripcion original del Género Pasteurella fue realizada por Rivolta en 1877 y por Revolee
en 1879. Luego de varias décadas en las que se realizaron numerosos cambios en la
nomenclatura, Rosenbusch y Merchant designaron como Pasteurella multocida al agente
etiol6gico del Colera Aviar (Muhairwa, 2000). Posteriormente, y en base a la diferenciacion
fenotipica, se incluyeron mds de 20 especies en el Género Pasteurella (Koneman et al., 1999).
Mutters et al. (1985) utilizaron la hibridacién del ADN para establecer la relacion genética entre
las especies del Género Pasteurella, y propusieron la inclusién de las siguientes especies: P.
canis, P. stomatis, P. dagmatis, P. anatis, P. langaa, P. gallinarum, P. volantium, P. avium,
Pasteurella sp. A, y Pasteurella sp. B. Ademas, P. multocida, la especie méas comun del Género,

fue dividida en 3 subespecies: P. multocida multocida, P. multocida gallicida y P. multocida



septica, las que se distinguen fenotipicamente por su diferente accion sobre el dulcitol, el sorbitol,
la arabinosa y la trehalosa (Tabla 1).

Posteriormente se realizo una nueva reclasificacion del Género, y se incluyeron 6 especies
mas: P. granulomatis, P. caballi, P. bettyae, P. lymphangitis, P. mairii y P. trehalosi. Capitini et
al. (2002) basandose en las caracteristicas bioquimicas y en la secuenciaciéon de 1.536 bases del
gen para la molécula 16S del ARNr, propuso una cuarta subespecie: P. multocida tigris.

A pesar del notable progreso en la reorganizacion del Género Pasteurella, los resultados
obtenidos por hibridacion de ARNr:ADN y por secuenciacion del gen para la molécula 16S de
ARNTr, indican que este es muy heterogéneo y que actualmente no se puede determinar una
clasificacion taxondmica segura. En el anexo I se presenta la clasificacion taxondmica actual de
la Familia Pasteurellaceae segin el Subcomité de Taxonomia para Pasteurellaceae del Comité
Internacional de Sistemadtica de Procariotes (www.the-icsp.org/subcombs/Pasteurellaceae.htm).
1.2.1.2. Ecologia del Género Pasteurella
Las especies del Género Pasteurella demostraron una considerable diversidad ecoldgica en las
membranas mucosas de los animales. Ellas pueden ser comensales e invasoras secundarias de la
mucosa de la cavidad oral, del tracto respiratorio alto y del tracto genital inferior de varias
especies de vertebrados. Con la excepcion de P. multocida, €l resto de los miembros del Género
son considerados patégenos oportunistas que causan infecciones secundarias en animales y en el
hombre (Koneman et al., 1999). En las aves, Célera Aviar es la principal enfermedad causada por
P. multocida (Rhoades y Rimler, 1989).

1.2.2. PATOGENIA DE COLERA AVIAR



La patogenia de Cdlera Aviar no se determind con claridad. Sin embargo, se demostré que la
severidad de las lesiones puede variar segun el hospedador y segtn los factores de virulencia del
agente etioldgico (Muhairwa, 2000).

En las aves, se considera que la puerta de entrada de P. multocida es a través de las
mucosas bucofaringea, nasal y conjuntival, como asi también a través de heridas cutdneas
(Rhoades y Rimler, 1995). Muhairwa (2000), demostré que determinadas cepas virulentas de P.
multocida pueden persistir mds tiempo en la mucosa traqueal que otras cepas avirulentas, y
sugirié que este hecho podria estar asociado a la expresion de factores de adherencia por parte de
las cepas virulentas.

Matsumoto et al. (1991) demostraron que en pollos la septicemia por P. multocida fue
precedida por diseminacion y multiplicacién de la bacteria en los pulmones. Aunque algunas
cepas virulentas se multiplicaron principalmente en los vasos sanguineos (Snipes et al., 1987).
También se demostr6 que después de la septicemia los sitios mds favorables para la
multiplicaciéon de P. multocida fueron el bazo y el higado (Pabs-Garnon y Soltys, 1971). Luego
de la colonizacién y la multiplicacién se supone que la muerte de las aves es ocasionada por un
shock endotéxico (Rhoades y Rimler, 1987).

Por lo tanto, la puerta de entrada de P. multocida en las aves es a través de las mucosas, al
comienzo de la infeccidn las cepas virulentas colonizan el tracto respiratorio alto, luego invaden
los tejidos y posteriormente llegan a la circulacion sanguinea, donde se produce la fase terminal
de la infeccién caracterizada por septicemia, multiplicacion en 6rganos parenquimatosos y shock
endotoxico.

1.2.3. RESPUESTA INMUNE



Los microorganismos gram negativos, como P. multocida, tienen la capacidad de multiplicarse
fuera de las células huésped y lo hacen por ejemplo en la circulacién, en el tejido conectivo y en
los espacios intercelulares del tracto respiratorio y digestivo.

Los principales mecanismos de la inmunidad innata frente a las bacterias gram negativas
son la activacién del complemento, la fagocitosis y la respuesta inflamatoria. Estas bacterias se
caracterizan por producir endotoxinas y en menor medida exotoxinas. Las endotoxinas, también
denominadas lipopolisacaridos (LPS), son componentes de la pared celular bacteriana y actian
como activadores de los macréfagos.

Los macréfagos se unen a las bacterias extracelulares mediante distintos receptores de
superficie y a las bacterias opsonizadas mediante los receptores del complemento. Estos
receptores estimulan la fagocitosis de las bacterias y la actividad antimicrobiana de los fagocitos.

Los macréfagos activados secretan citocinas como parte de la inmunidad innata. La
principal citocina es el factor de necrosis tumoral (TNF), que estimula la atracciéon de los
polimorfonucleares y de los monocitos hacia las zonas de infeccion. Ademas, el TNF actia sobre
las células endoteliales vasculares aumentando la permeabilidad vascular y favoreciendo la
penetracion de los leucocitos en los focos infecciosos. Las citocinas también desencadenan las
manifestaciones sistémicas de la infeccion como fiebre y sintesis de proteinas de fase aguda.

La inmunidad humoral es la respuesta inmunitaria protectora mds importante frente a las
bacterias extracelulares. Su funcidn consiste en eliminar a los microorganismos y neutralizar sus
toxinas. La respuesta de los anticuerpos frente a las bacterias extracelulares esta dirigida contra
los antigenos de la pared celular y contra las toxinas secretadas.

Una de las funciones de la inmunidad humoral es la defensa frente a las bacterias

encapsuladas ricas en polisacaridos. Los mecanismos efectores utilizados por los anticuerpos para



combatir estas infecciones consisten en neutralizacion, opsonizacidn, fagocitosis y activacion del
complemento por la via clésica.

Las consecuencias lesivas mds importantes de las respuestas del huésped frente a las
bacterias extracelulares son la inflamacién y el shock endotéxico. En las infecciones causadas por
bacterias gram negativas, la consecuencia patoldgica mds grave inducida por citocinas es el shock
endotoxico, un sindrome caracterizado por colapso circulatorio y coagulacién intravascular
diseminada, cuyo mediador més importante es el TNF. (Abbas et al., 2004).

1.2.4. FACTORES DE VIRULENCIA DE Pasteurella multocida

Se considera que todas las cepas de P. multocida son potencialmente patdégenas, y que bajo
ciertas circunstancias son capaces de producir enfermedad en las aves. Algunas cepas son maés
virulentas que otras, debido a la expresion de varios factores de virulencia. Entre los factores de
virulencia se incluyen a) la cdpsula, b) las proteinas de membrana externa, c) las toxinas, y d) los
determinantes moleculares.

e Capsula

Las bacterias con cdpsula rica en polisacaridos resisten la fagocitosis, y por lo tanto serian mas
virulentas que las cepas homdlogas acapsuladas.

Las cepas de P. multocida se clasifican en 5 grupos segun el tipo capsular: A, B, D, E, y F
(Brogden y Packer, 1979; Rimler y Rhoades, 1987). La evidencia acumulada en los ultimos afios
permite considerar que la cdpsula es el principal factor de virulencia de P. multocida, aunque no
el Unico, ya que algunas cepas acapsuladas fueron muy virulentas (Matsumoto y Strains, 1993).
Si bien las cepas del tipo capsular A son la causa mds frecuente de Cdlera Aviar, también se
aislaron cepas de P. multocida de los tipos B, D y F a partir de aves enfermas (Rhoades y Rimler,

1995).



Los tipos capsulares no-A, presentan diferentes grados de virulencia. Se comprobé que los
tipos B y D solo fueron virulentos en forma experimental y por inyeccion intramuscular en pavos
(Rhoades y Rimler, 1987). El tipo capsular F present6 una virulencia variable en pavos y baja en
pollos (Aye et al., 1999). El tipo capsular E se aislé en casos de Septicemia Hemorrdgica en
bovinos y bufalos de Africa (Carter y de Alwis, 1989) y hasta el presente no se conocen
hospedadores aviares.

La cépsula de muchas bacterias gram negativas contienen dcido sialico que inhibe la
activacion del complemento por la via alterna. Por lo tanto, la resistencia de algunas cepas a la
accion del complemento es uno de los mecanismos de evasion de la respuesta inmune propuesto
para P. multocida (Snipes y Hirsh 1986).

¢ Proteinas de membrana externa

Las proteinas de membrana externa (OMP) de P. multocida fueron estudiadas en forma
exhaustiva debido a sus propiedades inmunogénicas (Ruffolo y Adler, 1996). Sin embargo,
algunas de estas proteinas fueron consideradas como posibles factores de virulencia (Muhairwa,
2000).

La mayoria de las cepas de P. multocida presentan un sistema de recuperacion de hierro,
mediante el cual son capaces de captar este elemento en condiciones de restriccién (Weinberg,
1978; Lee et al., 1991). El sistema de recuperacion de hierro es uno de los factores de virulencia
asociado a las OMP (Glisson et al., 1991; Zhao et al., 1995).

Otro factor de virulencia atribuido a estas proteinas es la adherencia. Lubke et al. (1994)
lograron inhibir la adherencia de P. multocida a 1a mucosa respiratoria, al enfrentar una proteina
de 35 kD con anticuerpos especificos. Ademais, Truscott y Hirsh (1988) concluyeron que el

efecto antifagocitico de las OMP podria jugar un importante rol en la patogenia de Célera Aviar.



e Toxinas

Rhoades (1964) observé que las lesiones macroscopicas halladas en pollos enfermos por Cdlera
Aviar podrian ser debido a endotoxinas. Lee et al. (1991), inocularon pavos con 2 cepas de P.
multocida de idéntico tipo capsular, una cepa vacunal sensible al complemento, y otra cepa de
campo resistente al mismo. Comprobd que ambas cepas liberaron la misma cantidad de
endotoxinas cuando se enfrentaron a las proteinas del complemento sérico. Sin embargo, la cepa
vacunal perdi6 viabilidad y la cepa de campo no. Estos hallazgos permitieron demostrar que la
cepa de campo fue capaz de crecer en presencia del complemento y al mismo tiempo liberar
endotoxinas.

El rol de las endotoxinas en la patogenia de Cdlera Aviar fue comprobado por Fichen y
Barnes (1989), cuando luego de inocular endotoxinas en los sacos aéreos de un lote de pavos,
observaron las mismas lesiones que las provocadas por P. multocida: hiperemia, edema y
adherencia difusa en los sacos aéreos con fluidos proteindceos y presencia de heterdéfilos.

En P. multocida la exotoxina més estudiada es una dermonecrotoxina que causa la Rinitis
Atrdfica del Cerdo. Nielsen et al. (1986) investigaron la existencia de una exotoxina en P. m.
multocida, P. m. septica, P. m. gallicida y P. canis, utilizando células de pulmén de embrién
bovino. Al finalizar su trabajo demostraron que solo las cepas de P. m. multocida fueron capaces
de expresar toxinas citopdticas.
¢ Determinantes moleculares
Las bases genéticas del Cdlera Aviar y otras infecciones causadas por P. multocida en aves, no se
conocen demasiado. La mayoria de la informacién disponible al respecto no se refiere a los genes

asociados con la virulencia de P. multocida. Una excepcion es la descripcion del gen roxA,



responsable de la codificacion de la dermonecrotoxina de P. multocida y cuyo producto de
expresion actia ademds como promotor y represor proteico (Foged, 1992). Sin embargo, no se
demostré la relacion de este gen con la patogenia de Célera Aviar (Nielsen et al., 1986).

Otros genes de P. multocida que pueden ser identificados son: el gen de la adenilato
ciclasa, secuencias del gen 16S ARNTr, y el gen oma87. Sin embargo, atin no se conoce si son
genes de virulencia (Mock et al., 1991; Ruffolo y Adler, 1996).

Las cepas de P. multocida pueden portar plasmidos (Snipes et al., 1990; Price et al., 1993;
Diallo et al., 1995) y a través de ellos pueden adquirir resistencia a los antibiéticos (Hirsh et al.,
1985; 1989), aunque esto no significa que los pldsmidos contribuyan en la virulencia de las cepas.
Ademads, Price et al. (1993) demostraron que las cepas carentes de pldsmido fueron maés
virulentas que las cepas portadoras. Por lo tanto, ain no es posible relacionar la portacion de
plasmido con la virulencia de P. multocida.

1.2.5. DIAGNOSTICO DE COLERA AVIAR

El diagnéstico definitivo de Cdélera Aviar debe sustentarse en los datos de campo, en los signos
clinicos de las aves, en los hallazgos de necropsia y en el aislamiento de P. multocida (Rhoades y
Rimler, 1995).

¢ Signos y lesiones

Segtin las manifestaciones clinicas y los hallazgos patoldgicos se pueden observar 3
presentaciones de Coélera Aviar: a) aguda, b) subaguda, y c) crénica.

En las aves silvestres no es frecuente observar signos clinicos de Célera Aviar, debido a la
rapidez con que ocurren las muertes al comenzar la enfermedad (Rosen y Bischoff, 1949; Rosen,
1969). En el estado de agonia se puede observar: torticolis, convulsiones y varios ml de una

espesa descarga nasal, en la cual se encuentra una abundante cantidad de P. multocida (Botzler,



1991). Las aves mueren rapidamente, y por ende presentan una buena condicién fisica. En las
aves domésticas los signos que se presentan son fiebre, anorexia, plumas erizadas, excreciones
mucosas de la cavidad buco-faringea, diarrea y aumento de la frecuencia respiratoria. La materia
fecal es acuosa y de color blanco, para luego presentar color verdoso y consistencia mucosa.

En la mayoria de las aves silvestres en las que se diagnosticé Cdlera Aviar, se observo la
presentacion aguda de la enfermedad y las lesiones descriptas con mayor frecuencia fueron:
poliserositis, adherencia de las membranas serosas a los 6érganos de la cavidad celémica,
hemorragias subserosas e infiltraciéon celular. Hemorragias generalizadas, degeneraciéon y
mineralizacion de las miofibrillas del musculo esquelético. En el higado se observé necrosis focal
aguda y multiples areas de necrosis coagulativa localizadas con una evidente infiltracién
heterofilica. En algunas ocasiones fue posible observar enteritis mucoide con abundante cantidad
de P. multocida (Rhoades y Rimler, 1995).

Las lesiones observadas cominmente en el sistema respiratorio fueron aerosaculitis,
neumonia, hemorragia, edema, congestion e infiltracién heterofilica en los pulmones. Presencia
de heterdfilos, linfocitos y colonias bacterianas en el mesobronquio, en los bronquios secundarios
y en los parabronquios.

En el sistema cardiovascular se describieron hemorragias petequiales y equimdticas en el
miocardio y en la grasa del corazén, pericarditis fibrinosa y aumento del liquido pericardico con
color amarillo opaco. Acumulacién de bacterias y células de la inflamacién en el pericardio.
Respecto al sistema linfoide, se observd congestion y focos de necrosis aguda en el bazo. Entre
las aves domésticas, las lesiones en el tracto respiratorio se observan con mayor frecuencia en los

pavos, y las lesiones del tracto digestivo en las gallinas (Rhoades y Rimler 1995).



Las presentaciones subaguda y cronica de la enfermedad no fueron descriptas con
frecuencia en las aves silvestres, aunque entre los casos citados se incluyen aves de presa y aves
carrofieras (Zinkl et al., 1977; Morishita et al., 1997; Leotta et al., 2003).

Las lesiones descriptas en el cuadro subagudo fueron hiperemia y hemorragias
generalizadas. Acumulo de fibrina en las membranas serosas de la cavidad celémica,
principalmente en el pericardio. Infiltraciéon de heterdfilos, macréfagos, y linfocitos. Edema,
congestion y hemorragia perivascular en los pulmones, hepatomegalia y esplenomegalia (Leotta
et al., 2003).

En el curso crénico de Cdlera Aviar los signos se vinculan con infecciones y edemas
localizados; como por ejemplo en las articulaciones, en el seno infraorbitario y en la bolsa
esternal. Ademas, pueden observarse lesiones exudativas en las conjuntivas y en la cavidad buco-
faringea (Rhoades y Rimler, 1995). Las lesiones descriptas en el cuadro crénico de Célera Aviar
fueron edema facial y conjuntivitis. Las lesiones crénicas localizadas fueron descriptas en el oido
medio, en los huesos del craneo y en las articulaciones plantares. En aves de presa se describieron
lesiones en la cavidad buco-faringea y en el es6fago (Morishita et al., 1997). También se
describieron lesiones en el sistema respiratorio, como por ejemplo, neumonia y acumulo de
exudado caseoso de color amarillo en el espacio aéreo de los huesos neumdticos. Las lesiones
histopatoldgicas se caracterizaron por la presencia de células gigantes, macrofagos y heterdfilos,
como asi también por la mineralizacion de las lesiones del tracto respiratorio (Rhoades y Rimler,
1995; Morishita et al., 1997).

De acuerdo con las lesiones descriptas, el diagnéstico diferencial de Colera Aviar debe
realizarse con Chlamydophila psittaci (Clamidiasis), Escherichia coli (Colibacilosis),

Mycoplasma gallisepticum (Micoplasmosis), Avibacterium paragallinarum (Coriza Infecciosa),



Aspergillus spp. (Aspergilosis), Salmonella spp. (Salmonelosis), Enfermedad de Newcastle,
Bronquitis Infecciosa, Influenza y Laringotraqueitis (Rhoades y Rimler, 1995).

¢ Diagnéstico bacterioldgico

Pasteurella multocida desarrolla bien en agar chocolate y agar sangre de carnero, aunque se
describieron varios medios selectivos para su aislamiento (Moore et al., 1994). En agar sangre
esta bacteria presenta colonias lisas, de color gris y con un didmetro de 0,5 a 2 mm después de 24
h de incubacién con 10% de CO,. No produce hemdlisis y no desarrolla en medios entéricos
selectivos. La temperatura Optima para el crecimiento es de 37°C y el pH 6ptimo varia entre 6,2 y
9,0. A menudo los cultivos emanan un olor caracteristico debido a la gran produccién de indol
(Koneman et al., 1999).

Pasteurella multocida es una bacteria gram negativa, capsulada que mide 0,2 a 0,4 p de
ancho por 0,6 a 2,5 p de largo. Su forma puede ser cocobacilar o bacilar, con una evidente
coloracién bipolar al ser tefiidda con azul de metileno, coloraciéon de Wright, Giemsa o Gram
(Koneman et al., 1999). Sin embargo, luego de varios repiques tiende a ser pleomoérfica y puede
agruparse en cadenas cortas o presentar aspecto filamentoso.

Luego de realizar un aislamiento presuntivo de P. multocida, se debe realizar la
identificacion bioquimica. Todos los miembros del Género Pasteurella son microorganismos
gram negativos, aerobios-anaerobios facultativos, no esporulados e inmoéviles. La mayoria de las
especies son catalasa positiva, reducen el nitrato a nitrito, y producen 4cido a partir de glucosa,
manosa y sacarosa (Koneman et al., 1999).

Actualmente, existe una alternativa a los métodos tradicionales para la identificacion de
bacterias y es la utilizaciéon de técnicas basadas en la tecnologia del ADN. Respecto a la

identificacién de P. multocida a partir de métodos genotipicos, solo se describieron 2 técnicas de



reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) que proponen potenciales ventajas en el diagndstico
de laboratorio. Una de ellas se basa en la amplificacion de un segmento del gen que codifica para
la proteina de membrana externa P6-like (PSL) (Kasten et al., 1997) y la otra se basa en la
amplificacién de una secuencia de ADN denominada KMT1, la cual fue hallada en forma fortuita
por Townsend et al. (1998).

1.2.6. SUBTIPIFICACION DE Pasteurella multocida

La premisa bdsica inherente a todos los sistemas de tipificacion es que los aislamientos
epidemiologicamente relacionados derivan de la expansién clonal de un tnico precursor.
Consecuentemente, comparten caracteristicas comunes que difieren de aquellos aislamientos
epidemiologicamente no relacionados. Las especies de P. multocida presentan linajes genéticos
divergentes, y esta divergencia evolutiva refleja la acumulacién de mutaciones no letales al azar,
como sustitucién de un par de bases, delecién de un gen individual o la adquisiciéon de ADN de
otras especies microbianas. Con el desarrollo de técnicas moleculares altamente sensibles, es
posible detectar alteraciones genéticas minimas con precision, como asi también los complejos
mecanismos que originan tales variaciones genéticas. Sin embargo, es importante considerar que
hasta el presente no existe una “técnica de oro” para la subtipificacion de P. multocida.

Las técnicas de subtipificacion sirven de complemento a las investigaciones
epidemioldgicas. Estas técnicas tienen una amplia aplicacién en microbiologia veterinaria ya que
permiten: a) establecer si un animal infectado es parte o no de un brote; b) detectar la via de
transmision de patégenos; c) identificar la fuente de infeccidn en brotes y casos esporadicos; d)
determinar si las cepas aisladas pertenecen a clones previamente reconocidos como virulentos; y

e) controlar programas de inmunizacion.



A.- Técnicas de subtipificacion fenotipica

Inicialmente la subtipificaciéon se realizaba mediante la caracterizaciéon de uno o varios
marcadores fenotipicos. La limitaciéon de estas técnicas es que los microorganismos pueden
alterar la expresiéon de los genes que codifican. Tales cambios pueden ocurrir en forma no
predecible, o bien, en respuesta a estimulos del medio ambiente. Ademads, mutaciones puntuales
representando un simple nucleétido en todo el cromosoma, pueden modificar la regulacién o la
funcion de los genes responsables para un fenotipo particular. Asi, aislamientos que representan
la misma cepa y que son genéticamente indistinguibles entre si pueden variar en el fenotipo
detectado. Entre las técnicas cldsicas se encuentran: biotipificacidn, serotipificacion, sensibilidad
a los antimicrobianos, fagotipificacion y técnicas basadas en la separacion de proteinas.

a) Biotipificacion

Se refiere al establecimiento del patrén de actividad de hasta 20 enzimas metabdlicas. Aunque las
cepas relacionadas epidemioldgicamente pueden exhibir biotipos unicos, en general el poder
discriminatorio de esta técnica es pobre. La técnica tiene sensibilidad limitada para distinguir
cepas distintas dentro de una especie dada, ya que variaciones en la expresion genética hacen que
los aislamientos de una misma cepa difieran en una o mds reacciones bioquimicas. La
biotipificacion no se utiliz6 en forma extensiva para la realizacion de estudios epizootioldgicos de
P. multocida (Fegan et al., 1995).

b) Serotipificacion

La serotipificacion fue la primer técnica de tipificacion fenotipica desarrollada para el andlisis de
P. multocida. Las técnicas de tipificacion seroldgica utilizadas con mayor frecuencia son la
tipificacion capsular y la serotipificacién somdtica. Mediante la técnica de inhibicién de la

hemoaglutinacion se distinguieron 5 tipos capsulares A, B, D, E y F (Brogden y Packer, 1979).



Sin embargo, en la actualidad es posible determinar el tipo capsular por PCR (Townsend et al.,
2001) mediante la deteccidn de genes especificos que codifican para proteinas que intervienen en
la sintesis capsular.

La serotipificaciéon somadtica incluye 2 técnicas, la aglutinacion en tubo (Namioka y
Murata, 1961) y la difusion y precipitacion en gel (Heddleston et al., 1972, Brogden y Packer,
1979). Se reconocen 11 serotipos por el sistema de Namioka (1-11) y 16 serotipos por el sistema
de Heddleston (1-16).

La mayoria de los serotipos somaticos descriptos en el esquema propuesto por Heddleston
et al. (1972) fueron posteriormente aislados de aves silvestres y domésticas, con y sin
sintomatologia de Cdlera Aviar (Rhoades y Rimler, 1987; Blackall et al., 1998). Los tipos
capsulares pueden presentarse en combinacién con una variedad de serotipos sométicos, aunque
se demostré que la mayoria de los serotipos somadticos relacionados con enfermedad presentan
tipo capsular A (Rhoades y Rimler, 1995). Los serotipos somaticos 1, 3 y 4, de tipo capsular A,
son considerados la causa mas frecuente de Colera Aviar (Bhasin, 1982; Hirsh et al., 1990). La
informacién disponible acerca de la virulencia de los serotipos somdticos es escasa y atn no fue
posible determinar con seguridad el rol los 16 serotipos somdticos en la patogenia del Cdlera
Aviar.

c) Sensibilidad a los antimicrobianos

Se realiza rutinariamente por los laboratorios de microbiologia clinica para la evaluacién de la
mayoria de los aislamientos bacterianos. Ambos sistemas, manual y automatizado, estdn
ampliamente difundidos, son faciles de usar y relativamente poco costosos. Si bien, con la
identificacion de un nuevo patron de resistencia antibidtica entre aislamientos provenientes de

diferentes animales se puede sospechar la existencia de un brote, la sensibilidad antibidtica tiene



utilidad relativamente limitada en estudios epidemioldgicos. Esto es debido a variaciones
fenotipicas y a que la resistencia puede ser afectada por la presién de seleccion. Hay multiples
mecanismos genéticos por los cuales la resistencia antimicrobiana puede evolucionar
rdpidamente en una cepa o ser adquirida de otras (Mayer, 1988). Es de particular interés
considerar que los plasmidos y otros elementos genéticos méviles portan genes de resistencia y
pueden ser intercambiados entre las cepas. Consecuentemente, cepas diferentes pueden
desarrollar un patrén de resistencia similar y aislamientos de la misma cepa pueden exhibir
diferentes patrones de sensibilidad antibidtica. En general, Pasteurella multocida es sensible a los
siguientes antimicrobianos: ampicilina, cefalosporinas de segunda generacion, cefalosporinas de
tercera generacion, cloranfenicol, penicilinas de espectro ampliado y tetraciclina. Las
cefalosporinas de primera generacion, la eritromicina, los aminoglucésidos y las penicilinas
semisintéticas poseen una menor actividad contra P. multocida, aunque esta bacteria es resistente
a vancomicina y clindamicina (Koneman et al., 1999).

d) Tipificacion por bacteriofagos (fagotipiticacion)

Esta técnica es aplicable en aquellas especies bacterianas para las cuales se identificé un niimero
de bacteriéfagos liticos (virus capaces de infectar y lisar la célula bacteriana). En esta técnica, los
aislamientos se caracterizan por su susceptibilidad o resistencia a la lisis de cada miembro de un
panel de bacteri6fagos. Esta técnica presenta varias limitaciones y debido a la necesidad de
mantener un stock de fagos biolégicamente activos y cepas de control, la fagotipificacion sélo es
factible de realizar en laboratorios de referencia.

e) Pertil proteico



Las técnicas basadas en la separacion proteica que se aplican a P. multocida incluyen: perfil de
OMP (Knights et al., 1990), perfil de proteinas celulares totales (WCP) y multilocus enzimatico
(MLEE) (Blackall et al., 1998).

En la mayoria de los trabajos se utiliz6 OMP para obtener vacunas debido al poder
inmunogénico que poseen estas proteinas (Ikeda y Hirsh, 1988, Choi-Kim et al., 1991), aunque
en algunas investigaciones se utilizé esta técnica para tipificar cepas (Dabo et al., 1999).

El WCP se utilizé en el andlisis de cepas de P. multocida tipos D y E, aisladas de brotes
de Septicemia Hemorrdgica Bovina, pero no se evaluaron los beneficios potenciales de esta
técnica en estudios epidemiol6gicos.

El MLEE detecta diferencias en la movilidad electroforética de enzimas metabdlicas
solubles. Las proteinas celulares de los microorganismos son separadas por electroforesis en gel
de almiddn y las enzimas son identificadas con el uso de sustratos especificos. Las variaciones en
la movilidad electroforética generalmente reflejan sustituciones de aminodcidos que alteran la
carga de la proteina y por lo tanto identifican variaciones en los genes cromosomicos que
codifican la enzima. El MLEE fue considerado de gran valor para establecer la diversidad
poblacional de P. multocida (Blackall et al., 1998) y para determinar la relacion entre diferentes
brotes de Cdlera Aviar (Blackall et al., 1999). Si bien los resultados obtenidos al analizar cepas
de P. multocida con MLEE se asemejan a los alcanzados con algunas técnicas genotipicas (REA,
ribotipificacion), algunos autores sugieren que la expresion de las propiedades fenotipicas, como
las medidas por MLEE, no son tan estables como el ADN (Muhairwa, 2000).

B.- Técnicas de subtipificacion genotipica
Las técnicas de subtipificaciéon molecular revolucionaron la epidemiologia. El avance en las

técnicas de purificacion, separacion y amplificacion de los 4cidos nucleicos desde 1975 y las



limitaciones que presentan la mayoria de las técnicas fenotipicas (problemas de tipificacion, baja
reproducibilidad y bajo poder discriminatorio) estimularon el desarrollo y mejoramiento de las
técnicas de tipificacion basadas en el estudio del ADN. Entre las técnicas mdas utilizadas se
encuentra el andlisis de los perfiles genéticos obtenidos mediante el corte de ADN plasmidico y
cromosOmico utilizando enzimas de restriccidn; las técnicas basadas en PCR; y las técnicas
combinadas. Sin embargo, el andlisis del ADN cromosémico es el mds apropiado para
complementar estudios epidemioldgicos de P. multocida (Snipes et al., 1990; Blackall y Miflin,
2000).

Varios esquemas de tipificacion molecular se aplicaron en diferentes estudios de P.
multocida, como por ejemplo la identificacidn del origen de la infeccién en aves de corral (Snipes
et al., 1990; Christensen et al., 1998), la correlacién de un brote con cepas vacunales (Kim y
Nagaraja, 1990), y el andlisis de varios brotes de Cdlera Aviar en aves silvestres en Dinamarca
(Pedersen et al., 2003). Entre las técnicas utilizadas para la subtipificacion molecular de P.
multocida se encuentran: a) andlisis del ADN plasmidico, b) andlisis con endonucleasas de
restricciéon (REA) (Blackall y Miflin, 2000) (Diallo et al., 1995; Wilson et al., 1993; 1995), ¢)
ribotipificacion (Carpenter et al., 1991; Petersen et al., 2001) (Blackall et al., 1995; Snipes et al.,
1990), d) técnicas basadas en PCR (Amonsin et al, 2002; Gunawardana et al., 2000), e)
electroforesis en campo pulsado (PFGE) (Kodjo et al., 1999; Pedersen et al., 2003), f)
amplificacion de fragmentos polimérficos largos (AFLP) (Amonsin et al., 2002), y g) tipificacion
de secuencias multilocus (MLST) (Spratt, 1999).

a) Analisis de ADN plasmidico
Bésicamente, los pldsmidos son purificados y separados por electroforesis en gel de agarosa para

determinar su numero y tamafio. Puede obtenerse informacion adicional mediante la digestion del



plasmido con endonucleasas de restriccion, para luego comparar el patréon de restriccion
resultante. Técnicamente, el andlisis de plasmidos es la mds simple de las técnicas basadas en el
uso de ADN y puede ser realizada eficientemente con equipamiento electroforético basico y
reactivos comerciales. Sin embargo, este andlisis solo puede utilizarse en cepas que portan
plasmidos de diferente peso molecular. Ademads, los pldsmidos son moléculas de ADN
extracromosomales que pueden presentar el mismo origen de replicacion, y ser miembros de la
misma linea clonal, lo que podria dificultar su diferenciacién. Sin embargo, Ikeda y Hirsh (1990)
observaron que la portacién de plasmidos en P. multocida no implica clonalidad.

La mayoria de los autores coincide en que el perfil plasmidico es una técnica facil de
realizar y de bajo costo, aunque tiene limitadas aplicaciones en investigaciones epidemioldgicas,
ya que no todas las cepas de P. multocida son portadoras de plasmidos o los pueden perder a
través de sucesivos repiques (Amonsin et al., 2002).

b) Analisis con endonucleasas de restriccion

A través del andlisis de los sitios de restriccion es posible determinar variaciones en la secuencia
de ADN. Este método consiste en la comparacién del ndmero y el tamafio de los fragmentos
producidos por la digestion del ADN cromosémico con REA. Estas enzimas clivan el ADN en
una posicidn constante dentro de un sitio de reconocimiento especifico compuesto por 4 a 6 pares
de bases. Debido a la alta especificidad de las enzimas de restriccion, la digestion completa de un
ADN determinado con una enzima especifica provee perfiles de fragmentos reproducibles. Estos
fragmentos usualmente presentan un tamaiio entre 100 y 20.000 pb que pueden ser separados por
electroforesis en gel de agarosa y visualizados por tincién con bromuro de etidio.

Las variaciones de los perfiles de los fragmentos generados por una enzima de restriccion

especifica se denominan RFLP. El RFLP puede resultar de modificaciones en la secuencia debido



a inserciones o deleciones del ADN, o sustitucién de bases dentro del sitio de clivaje. La
seleccién de la enzima a utilizar se realiza en forma empirica y se basa en 2 criterios importantes:
a) el tamafio de los fragmentos de restriccion deben ser adecuados para que el patrén obtenido sea
comparable, y b) los fragmentos en este rango de tamafio no deben ser demasiado numerosos,
para evitar la superposicioén de bandas que podrian ocultar las diferencias entre los patrones.

Durante la dltima década se utilizé6 REA y ribotipificacién para complementar estudios
epidemioldgicos de P. multocida. Con estas técnicas se obtuvieron mejores resultados que con las
técnicas fenotipicas tradicionales (Kim y Nagaraja, 1990; Wilson et al., 1992; 1993; Blackall et
al., 1995; 2000).
¢) Ribotipificacion
En la ribotipificaciéon, un gran nimero de fragmentos de ADN obtenidos por REA son
transferidos a una membrana e hibridizados con una sonda de ADN correspondiente a la
molécula 16S de ARNr o 23S de ARNr (Grimont y Grimont, 1986). La secuencia ribosomal es
altamente conservada.

Si bien la ribotipificacion se utilizé en varios estudios epidemioldgicos de P. multocida
(Snipes et al., 1990; Blackall et al., 1995, Christensen et al., 1998; Muhairwa, 2000), existen
numerosas discrepancias sobre su aplicacién. Amonsin et al. (2002) consideran que es una
técnica limitada, laboriosa y que insume demasiado tiempo. Sin embargo, Blackall y Miflin
(2000) consideran que la ribotipificacion posee un buen poder discriminatorio.

d) Técnicas basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa
La caracteristica esencial de PCR es la habilidad para amplificar rapidamente y en forma
exponencial una secuencia particular de ADN. La reaccion requiere de una ADN polimerasa, una

minima cantidad de ADN y 2 oligonucledtidos utilizados como cebadores o “primers”. Bajo



condiciones adecuadas, una cantidad detectable de producto es generado en pocas horas.
Originalmente se describi6 para proveer solo resultados positivos o negativos, por lo cual tuvo
que ser mejorada para su utilizacién en epidemiologia molecular.

RAPD-PCR se refiere a la utilizacion de un cebador de secuencia corta,
aproximadamente de 10 pb, que reconoce y amplifica secuencias al azar dentro del ADN
genomico. El ndimero y lugar de estos sitios de reconocimiento de secuencias dentro del ADN
gendmico varian para aislamientos diferentes de una especie bacteriana. Los productos de
amplificacion se separan mediante electroforesis en gel de agarosa, dando un patrén de bandas
que, en teoria, es caracteristico de una cepa bacteriana particular. El nimero y tamaifio de los
fragmentos es la base para la subtipificacion del aislamiento. Esta técnica presenta ciertas
limitaciones como la baja reproducibilidad y la falta de estandarizacién (Blackall y Miflin, 2000).

Se denomina Rep-PCR a la amplificacion de secuencias de ADN repetitivo dentro del
genoma bacteriano. Existen 2 grupos principales de elementos repetitivos que son utilizados para
la subtipificacion de bacterias, a) los elementos palindromicos extragénicos repetitivos (REP) que
ocupan el 1% del genoma y estan representados por 500 a 1.000 secuencias repetidas de ADN
con un tamafio de 33 a 44 pb (Stern et al., 1984), y b) las secuencias repetitivas intergénicas de
consenso de las enterobacterias (ERIC) que son otras secuencias utilizadas con éxito para la
subtipificacion de enterobacterias. Las secuencias ERIC son elementos de 126 bp los cuales
contienen una secuencia central altamente conservada que estd localizada en regiones
extragénicas del genoma bacteriano. Inicialmente fueron definidas sobre las secuencias obtenidas
de E. coli y S. Typhimurium (Versalovic et al., 1991).

Como resultado de las Rep-PCR se observan multiples bandas, que dependen de la

distribucion y la localizacion de las secuencias repetidas a lo largo del genoma. Algunas técnicas



basadas en PCR, como por ejemplo RAPD y REP-PCR presentan buen poder discriminatorio
para el andlisis de P. multocida, pero son poco reproducibles entre laboratorios, en especial
RAPD (Blackall y Miflin, 2000). Sin embargo, Amonsin et al. (2002) obtuvieron buenos
resultados al utilizar ERIC-PCR.

e) Electroforesis en campo pulsado

Esta técnica se basa en la utilizaciéon de enzimas de restriccién de corte poco frecuente que
generan un ndmero relativamente pequefio de fragmentos de ADN de gran tamaiio. La separaciéon
de estos fragmentos de ADN se logra por la reorientacién molecular inducida por cambios
periddicos en el campo eléctrico. La duracién del campo eléctrico alternado determina el rango
de tamaifio del ADN que puede ser separado en un gel de agarosa. La técnica de PFGE es aplicada
con fines epidemiolégicos debido a su sensibilidad (ya que estudia el genoma en su totalidad),
reproducibilidad y alto indice discriminatorio cercano al valor ideal de 1 (Maslow et al., 1993).
Se considera que PFGE es la técnica de oro para la subtipificacion bacteriana. Varios autores
obtuvieron excelentes resultados al utilizar PFGE en la investigacion epidemioldgica de una
variedad de microorganismos, incluyendo E. coli (Chinen et al., 2002), S. Gallinarum (Leotta et
al., 2004), Streptococcus bovis (Pedersen et al., 2003), Pseudomona aeruginosa (Hammer et al.,
2003), Campylobacter jejuni (Pedersen y Wedderkopp, 2003) y Clostridium perfringens
(Nauerby et al., 2003). Hasta el presente esta técnica no fue utilizada en forma rutinaria para
estudios de epidemiologia molecular de Célera Aviar (Gunawardana et al., 2000; Pedersen et al.,
2003).

1) Polimorfismo de longitud de los fragmentos amplificados

AFLP es una técnica basada en la amplificacion selectiva de un subgrupo de fragmentos de ADN

generados por digestion con enzimas de restriccion. Originalmente, aplicada a la caracterizacion



de genomas de plantas y posteriormente a la subtipificacion bacteriana. Se describieron 2 técnicas
de AFLP, una con 2 enzimas de restriccion diferentes y 2 cebadores para la amplificacion, y la
segunda una enzima de restriccién y un cebador. En la forma més comun, el ADN bacteriano se
extrae, se purifica y se somete a la digestiéon enzimadtica. Luego, el fragmento de restriccion es
ligado a “linkers” que contienen cada sitio de restriccién y una secuencia de sitios de unién a los
cebadores. Los productos de amplificacién son luego visualizados segun el sistema de marcaciéon
utilizado (marcacién radioactiva, fluorescencia, o bromuro de etidio). El poder discriminatorio de
esta técnica es mayor que el de la ribotipificacién; sin embargo, atin no fue comparada con REP-
PCR o con PFGE. AFLP se utiliz6 para subtipificar cepas de P. multocida epidemiologicamente
relacionadas (Amonsin et al., 2002; Guimaraes et al., 2004), aunque no se determind su
reproducibilidad entre laboratorios.

2) Tipificacion de secuencias multilocus

MLST se basa en la secuenciacion de segmentos de 500-600 pb de de genes implicados en el
metabolismo celular. Los datos de secuencia que son analizados determinan la relaciéon genética
existente entre las bacterias. Esta técnica fue aplicada con éxito para el estudio de Salmonella
spp. y Vibrio cholerae (Kotetishvili et al., 2002) y su aplicacion para el andlisis de P. multocida
estd siendo evaluada (www.mlst.net/misc/new_schemes.asp).

Tanto MLST como PFGE son técnicas que presentan un gran poder discriminatorio y muy
buena reproducibilidad entre laboratorios. Debido a su alto costo, y a que requieren la utilizacién
de equipos especiales y una meticulosa extracciéon de ADN (Gunawardana et al., 2000; Pedersen
et al., 2003) su utilizacion se limita a laboratorios de referencia (Blackall y Miflin, 2000).

1.2.7. EPIZOOTIOLOGIA DE COLERA AVIAR EN AVES SILVESTRES



Wobeser considera “enfermedad” a cualquier deterioro o modificacion de las funciones normales
de un organismo, provocadas por respuestas a factores ambientales, por agentes infecciosos, por
defectos hereditarios o combinaciones de estos. La identificacion de los factores que intervienen
en el desencadenamiento de alguna enfermedad de origen infeccioso se basa en el estudio de la
interaccién del agente, el hospedador y el medio ambiente; cambios tales como el aumento
poblacional del hospedador, la introduccién de un nuevo patégeno o un cambio en el medio
ambiente pueden ocasionar el brote de una enfermedad. Teniendo en cuenta estos conceptos se
debe considerar a la “enfermedad” en términos ecolégicos (Wobeser, 1981).

El primer brote de Cdlera Aviar descripto en aves silvestres se registré en el Lago Nakuru,
Kenya, en febrero de 1940 (Hudson, 1959) y afecté a 40 gansos (Alopochen aegyptiacus y
Plectropterus gambensis). En la misma década se describié un brote de Codlera Aviar en Chile
que afect6 a patos marinos, pelicanos y gaviotas (Suarez e [lazabal, 1941).

El Célera Aviar es una enfermedad que afecta a las poblaciones de aves silvestres y
domésticas de todo el mundo. Los primeros estudios sobre el impacto de esta enfermedad en las
poblaciones de aves silvestres migratorias se realizaron en Europa y en los Estados Unidos de
Norteamérica (EE.UU.) (Botzler, 1991), ya que se reconocié al Cdlera Aviar como un grave
problema para las aves domésticas de produccién masiva y a las aves silvestres como portadoras
de P. multocida (Oddo et al., 1977; Wilson et al., 1979; Morishita et al., 1996).

En Italia, durante el siglo XVII se describi6 una enfermedad en las aves silvestres que
presentaba caracteristicas similares a las observadas en Codlera Aviar (Botzler, 1991). En
Alemania, en 1888 se reportd esta enfermedad en faisanes salvajes (Phasianus colchicus), pero
no se aislo el agente etioldgico. En Holanda, los primeros registros datan de 1945 e indican que

antes de la presentacion de un brote de Codlera Aviar en aves domésticas, se observd esta



enfermedad en patos silvestres (Anas platyrhynchos y Anas crecca) y gaviotas (Larus spp.) (Van
den Hurk, 1946). La mayoria de los brotes de Colera Aviar en las aves silvestres de Europa
afectaron a palomas (Streptopelia decaocto), cuervos (Corvus spp) y gorriones (Passerculus
sandwichensis) (Wetzel y Rieck, 1972).

Las primeras epizootias de Coélera Aviar conocidas en EE.UU. ocurrieron en Texas
(Quortrup et al., 1946) y en el Norte de California durante el invierno de 1943-1944 (Rosen y
Bischoff, 1941), pero se considera que la enfermedad fue introducida entre 1880 y 1882 (Botzler,
1991).

Posteriormente, el Cdlera Aviar fue reportado en gaviotas cocineras (Larus dominicanus)
de Sudafrica (Kaschula y Trutter, 1951), en patos silvestres (Netta peposaca) de Japén (Fujihara
et al., 1986; Nakamine et al., 1992), en gansos de Canadd (Branta canadensis) (Windingstad et
al., 1983), en gansos de nieve (Chen caerulescens) y gansos de ross (Chen rossi) que nidifican en
el Artico (Samuel et al., 1997), en pingiiinos rockhopper de Nueva Zelanda (de Lisle et al., 1990)
y en skuas que nidifican en la Antartida (Parmelee et al., 1979).

No existe una clara explicacién para determinar porque a partir del siglo XX aumentaron
los casos de Coélera Aviar en las aves silvestres del mundo. Botzler (1991) propuso 2 teorias: a)
un mayor conocimiento de la enfermedad, y b) una rdpida diseminacién de P. multocida.

Actualmente, se conocen mds de 100 especies de aves silvestres que fueron infectadas
naturalmente por P. multocida. Sin embargo, en los archivos de varias reservas naturales existen
reportes no publicados con los que se podria demostrar un mayor rango de hospedadores
(Botzler, 1991). Probablemente y bajo determinadas circunstancias, la mayoria de las aves

podrian ser susceptibles al Colera Aviar.



La mortalidad de aves puede deberse a numerosas causas, sin embargo, cuando se
presentan brotes de esta enfermedad, el impacto es impredecible. Por ejemplo, en California la
mortalidad de aves silvestres oscila en un rango de 10.000 a 25.000 aves por afo, pero en el
invierno de 1965-1966 se registré una epizootia de Cdlera Aviar y las aves muertas superaron las
70.000 (Titche, 1979).

Si bien se conocen las consecuencias que puede ocasionar un brote de Célera Aviar en
aves silvestres, todavia no se demostr6 el origen del agente etioldgico en areas enzodticas. Sin
embargo, se propusieron diferentes reservorios de la enfermedad y para demostrarlo se evalu6
experimentalmente la supervivencia de la bacteria en el suelo (Olson y Bond, 1968) y en el agua
(Bredy y Botzler, 1989). Como resultado de estas investigaciones se concluy6 que los cuerpos de
agua dulce en sitios enzodticos pueden ser un reservorio de P. multocida (Botzler, 1991).

Durante el siglo pasado varios autores demostraron en forma experimental que las aves
domésticas y silvestres podian ser reservorio de Codlera Aviar. Pritchett et al. (1930; 1932)
demostraron que un lote pollos que superd la enfermedad fue reservorio de P. multocida y
origind nuevos brotes. Ademds, se aislé P. multocida de los pollos portadores luego de un afio.
Quortrup et al. (1946) desafiaron a un pato silvestre (Anas platyrhynchos) con P. multocida y
demostraron que las aves silvestres pueden actuar como reservorio de Coélera Aviar. El ave
resisti6 la enfermedad, disemind el agente etioldgico y las aves con las que compartia el ambiente
enfermaron de Célera Aviar.

Para comprobar el rol de las aves silvestres como reservorio de P. multocida, se realizaron
varios estudios sobre poblaciones de aves sin sintomatologia clinica de Cdlera Aviar. En
Missouri (EE.UU.), se aislé P. multocida del bazo e higado de 3 gallaretas americanas (Fulica

americana) aparentemente sanas (Vaught et al., 1967); sin embargo, en otro estudio realizado en



el mismo sitio, se tomaron muestras de nasofaringe a 400 aves silvestres y no se aislé la bacteria
(Donahue y Olson, 1969). Korschgen (1978) analizé muestras buco-faringeas de 357 hembras de
patos (Somateria mollissima) sin manifestacion de enfermedad y en solo un animal aislé P.
multocida. Samuel et al. (1997) sobre un total de 298 gansos de nieve adultos aislaron 2 cepas de
P. multocida y demostraron la patogenicidad de las mismas mediante su inoculacién en patos. De
esta manera confirmaron que las aves silvestres pueden ser portadoras de P. multocida, aunque
las cepas aisladas no se relacionaron con ningin brote de la enfermedad en el drea.
Posteriormente, Samuel et al. (1999) aportaron nueva evidencia que permite sugerir que los
gansos de nieve podrian ser reservorio de Célera Aviar al detectar aves seropositivas.

Otro tema de investigacion fue la transmision de Colera Aviar en las poblaciones de aves
silvestres, debido a que cuando esta enfermedad se manifiesta se puede transmitir a otras
poblaciones de aves a través de insectos, por inhalacién y por ingestioén (Botzler, 1991).

Se demostr6 que la garrapata blanda (Argas persicus) puede transmitir P. multocida a las
aves domésticas. Se aislé P. multocida de dcaros (Dermanyssus gallinae) recolectados de patos
con Colera Aviar (Quortrup et al., 1946) y del intestino de moscas (Eomenacanthus stramineus y
Menopon gallinae) que se alimentaron de gallinas muertas por Célera Aviar (Derylo, 1969;
1970). Si bien se conoce el rol de los insectos en la transmision de P. multocida en aves
domésticas, atin no se demostrd en las poblaciones de aves silvestres.

Varios autores demostraron que P. multocida puede ser transmitida por inhalacién de
aerosoles bacterianos (Rosen y Morse, 1959; Donahue y Olson, 1971; Simensen et al., 1980). La
concentracion de P. multocida virulenta puede aumentar en los cuerpos de agua dulce durante
una epizootia de Coélera Aviar. Se demostré que la mayor concentracion bacteriana se encuentra

en la superficie del agua, y que al generarse burbujas de aire en la interfase aire-agua, se



remueven las bacterias concentradas en la superficie. La concentraciéon de bacterias en las
microgotas producidas al romperse las burbujas fue de 10 a 1.000 veces superior a la
concentracion bacteriana del agua. Mediante este estudio se comprobd que las salpicaduras
pueden crear aerosoles ricos en bacterias (Potter, 1961; 1964). Los resultados obtenidos en esta
experiencia pueden explicar algunos episodios de Célera Aviar, especialmente al complementarse
con el comportamiento de las aves, como por ejemplo la forma en que remontan vuelo desde el
agua.

Algunas especies de aves, como las gallaretas americanas, se caracterizan por remontar
vuelo sobre el agua en forma horizontal y en bandadas numerosas, por lo cual generan una gran
cantidad de aerosoles. En California, durante una epizootia de Célera Aviar, se observéd que las
gallaretas murieron antes y en mayor proporcion que otras especies que levantan vuelo en forma
vertical y aislada (Combs, 1988).

La ingesta de P. multocida través del agua de bebida o de animales muertos por Cdlera
Aviar es una importante via de transmision a las poblaciones de aves silvestres susceptibles
(Morishita et al., 1997). Quortrup (1946) demostr6 que un lote de patos sanos (Anas
platyrhynchos) murié por Coélera Aviar luego de compartir el agua de bebida con patos enfermos.
Pabs-Garnon (1971) reprodujo la experiencia en pavos y concluyé que las aves contrajeron la
enfermedad a través del agua de bebida.

En Nebraska, se demostré que la persistencia de P. multocida se debia a la contaminacién
del agua con carcasas de aves muertas por Célera Aviar. Si bien no existen datos concretos que
demuestren que en Nebraska el agua es un reservorio de P. multocida, Price y Brand (1984)
comprobaron que las epornitias cesaron cuando no se aislé P. multocida de los cuerpos de agua

dulce.



Otra fuente de infeccién de P. multocida puede ser la predacidon o carrofieo de animales
enfermos. Una prueba que confirma esta hipétesis fue aportada por Rosen y Morse (1959), al
demostrar que luego de una epizootia de Colera Aviar en aves acudticas, se presentd un brote de
Pasteurelosis en ratones silvestres (Microtus montanus). Posteriormente, se hallaron bihos (Asio
flammeus) y gavilanes (Circus cyaneus) muertos por Célera Aviar, y en el contenido estomacal
de estas aves se encontraron ratones silvestres. Asimismo, Taylor (1981) aislé P. multocida de
cuervos muertos por Célera Aviar que se habian alimentado con carcasas de patos muertos en una
epizootia en Texas.

1.3. COLERA AVIAR EN AVES ANTARTICAS Y SUBANTARTICAS

Entre las enfermedades infecciosas que afectaron a las aves antdrticas y subantdrticas, el Cdlera
Aviar es la tnica que pudo comprobarse mediante el aislamiento del agente etiol6gico. El primer
registro lo realizaron Parmelee et al. (1979), quienes describieron la mortalidad de 4 parejas de
skuas en un periodo de 5 dias. Las carcasas de estos animales se remitieron a EE.UU. donde se
aislo e identificé P. multocida A:1.

De Lisle et al. (1990) publicaron el primer reporte de Colera Aviar en pingiiinos
rockhopper de la Isla Campbell, en la region Subantértica de Australia. En dicha publicacién, se
describieron muertes aisladas de pingiiinos rockhopper entre los afios 1985 y 1987. Las carcasas
presentaron buen estado corporal, el estomago lleno, y las lesiones mas sobresalientes fueron
hemorragias generalizadas. En 1985-1986, se asilo P. multocida serotipo 1 de los pulmones de 12
pichones de pingiiinos, y en 1986-1987 solo 2 ejemplares murieron por Célera Aviar. Los autores
concluyeron que P. multocida pudo ser una infeccidn natural y que la enfermedad no afect6 a la

poblacién de pingiiinos rockhopper.



Durante el verano del afio 1999-2000, se hall6 muerto un ejemplar adulto de petrel gigante
del sur en Peninsula Potter, Isla 25 de Mayo, Shetland del Sur. La necropsia y el anélisis
microbiol6gico de la carcasa se realizaron in situ. Las lesiones macro y microscépicas fueron
compatibles con Célera Aviar. Del corazén, higado y pulmén se aislé P. m. gallicida tipo A:1;y
de las membranas serosas se aisld E. coli no patogénica, probablemente por contaminacién pos
mortem (Leotta et al., 2003).

1.3.1. MORTALIDAD DE AVES EN BAHIA ESPERANZA

Entre los afios 1980 y 2003, durante los meses de verano se registraron 5 mortalidades de aves en

Bahia Esperanza, detalladas a continuacién en orden cronolégico.

e 1981. Durante los primeros meses de 1981 se encontraron 12 skuas muertos alrededor de un
cuerpo de agua dulce, se considerd que las aves no presentaban evidencia de enfermedad y por
lo tanto no se determind la causa de la mortalidad (Montalti y Coria, 1996).

¢ 1990. Durante la temporada reproductiva 1989-1990 se hallaron 38 skuas muertos en dreas
cercanas a un cuerpo de agua dulce. Se remitieron 10 carcasas al Instituto Antartico Argentino,
donde se realizaron estudios para la deteccion de metales pesados. Lamentablemente no se
realizaron estudios patolégicos ni microbioldgicos. Los autores concluyeron en que los skuas
no murieron intoxicados por metales pesados, y sugirieron que la causa de la mortalidad pudo
ser una enfermedad infecciosa (Montalti y Coria, 1996).

¢ 1997. Durante el mes de febrero de 1997 se hallaron 23 skuas muertos en torno de un cuerpo
de agua dulce estancada. Las carcasas se congelaron y remitieron luego de 6 meses, a la
Facultad de Ciencias Veterinarias (UNLP) donde se realiz6 la necropsia de los ejemplares. Las

lesiones observadas fueron compatibles con un cuadro subagudo de Coélera Aviar, a excepcion



de la traquea donde se observé oclusion de la luz con un material fibroso de color amarillo en
4 skuas. En el andlisis histopatolégico se observo micelio filamentoso tabicado y ascosporas
en la luz traqueal y en los pulmones de 11 carcasas. Ademads, se realizé un minucioso andlisis
microbioldgico, aislandose unicamente Thelebolus microsporus, un ascomiceto que esporula a
5°C, y que no crece a 37 ni a 41°C. Se consideré que 7. microsporus no fue el agente
etiol6gico en la mortalidad de skuas, aunque creci6é excesivamente en las carcasas favorecido
por la baja temperatura y el aporte de materia orgdnica. Ademds, se consideré que la
negatividad de los cultivos bacterianos se debid al tiempo transcurrido entre la muerte de las
aves y el andlisis de las carcasas (Leotta et al., 2002).

2000. Durante el mes de febrero del afio 2000, se hallaron 15 aves muertas en un radio de 100
m alrededor de 2 cuerpos de agua dulce estancada, 13 skuas (Nr) y 2 gaviotas cocineras (Nr).
Las carcasas de 8 skuas y 2 gaviotas fueron identificadas, acondicionadas a -20°C y remitidas
a la FCV-UNLP. Las lesiones observadas en las carcasas fueron compatibles con un cuadro
subagudo de Colera Aviar. El diagndstico se confirmé mediante el andlisis microbiolédgico, ya
que se aislo P. multocida gallicida tipo A:1 de 2 skuas.

2001. Durante el afio 2000 y como consecuencia del hallazgo reiterado de muertes inusuales
en las aves de Bahia Esperanza se propuso realizar la vigilancia epidemioldgica del area
durante 3 veranos consecutivos. En el transcurso del primer verano se pudo observar, describir

y analizar en detalle un brote de Cdlera Aviar que afect6 a las aves del lugar.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVOS PRIMARIOS

2.1.1.

Determinar el origen de los brotes de Cdélera Aviar en las poblaciones de aves de Bahia

Esperanza, Antartida.

. Establecer medidas de vigilancia epidemioldgica para la deteccion de Cdélera Aviar en las

poblaciones de aves antérticas.

2.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

2.2.1.

22.2.

2.2.3.

2.2.4.

Describir y analizar los posibles factores ambientales conducentes a una epizootia de
Colera Aviar en Bahia Esperanza durante los meses de verano de los anos 2001, 2002 y
2003.

e  Describir las caracteristicas del drea en estudio.

e  Analizar los factores climéticos.

e  Determinar las caracteristicas fisicas y quimicas de los cuerpos de agua dulce.
Realizar la vigilancia epizootioldgica de las poblaciones de aves en Bahia Esperanza
durante los veranos 2000-2001, 2001-2002 y 2002-2003.

. Determinar la densidad poblacional.

. Clasificar las poblaciones segin sexo, edad, y comportamiento.

. Identificar posibles reservorios de Célera Aviar en las poblaciones de aves.

Realizar el diagndstico patoldgico de las aves halladas muertas.

Realizar el diagndstico microbioldgico de las aves halladas muertas.



2.2.5.

2.2.6.

2.2.7.

Realizar el diagndstico bacteriol6gico de Colera Aviar.

. Aislar P. multocida a partir de aves enfermas.

. Caracterizar las cepas por métodos fenotipicos.

. Determinar la susceptibilidad de las cepas a diferentes antimicrobianos.

. Subtipificar las cepas por métodos genotipicos.

. Comparar las cepas aisladas en Bahia Esperanza con cepas de diferente origen.
Realizar el diagndstico diferencial de Célera Aviar.

Promover estrategias de vigilancia epizootioldgica para el estudio de Cdlera Aviar en aves
antarticas y evaluar su aplicacion para el andlisis de otras enfermedades con

caracteristicas epizootiolégicas similares que puedan acontecer en el ecosistema antértico.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. AREA DE ESTUDIO

Bahia Esperanza (63° 24°S, 56° 59°0)

Los planes de manejo y permisos necesarios para realizar los muestreos fueron otorgados por la
Direccion Nacional del Antartico conforme a criterios que garantizan la proteccion de las
especies animales y vegetales alli presentes.

3.1.1. Descripcion de Bahia Esperanza

En noviembre y diciembre del afio 2000 se realiz6 el reconocimiento del area de trabajo mediante
la ubicacién de accidentes geogréficos, glaciares y construcciones realizadas por el hombre
(Figura 2).

3.1.2. Analisis de los cuerpos de agua dulce

En noviembre y diciembre del afio 2000 se seleccionaron 10 cuerpos de agua dulce en base a las
siguientes caracteristicas: a) aporte orgdnico de la colonia reproductiva de pingiiino Adelia, b)
asentamiento de aves voladoras, c¢) distancia del mar, d) tamafio, y e) hallazgo de aves muertas. A
cada cuerpo de agua dulce seleccionado se le asigné un nimero (Tabla 2. Figura 7). Durante
enero y febrero de los afios 2001, 2002 y 2003, se registraron las caracteristicas fisicas, quimicas,
y organolépticas de los cuerpos de agua dulce. Durante los veranos 2000-2001 y 2002-2003, se
realizé el andlisis microbioldgico de los cuerpos de agua dulce. Sin embargo, en el verano 2001-
2002 no se realiz6 dicho anélisis debido a la imposibilidad de enviar personal calificado para tal
fin a Bahia Esperanza. Durante el verano 2002-2003 los cuerpos de agua dulce 1 y 2 no se
formaron, debido a cambios geomorfolégicos, por lo cual se escogieron 2 nuevos cuerpos de

agua dulce (11 y 12) para completar el estudio (Tabla 2. Figura 7).



Para determinar el pH y la temperatura se utilizé el equipo Hanna HI8314 (Hanna
Instruments Argentina S.A., Buenos Aires, Argentina), y para determinar la salinidad se utilizo el
equipo Hanna HI8033 (Hanna Instrument Argentina). De cada cuerpo de agua dulce seleccionado
se colectaron 3 muestras de 250 ml cada una. Se sembraron 100 pl de cada muestra por duplicado
en agar selectivo para el aislamiento de P. multocida (PMSA) (Moore et al., 1994) y en agar base
sangre (Difco, Becton Dickinson, Le Pont de Claix, France) adicionado con 5% de sangre de
carnero, incubdandose las placas a 37°C durante 24-48 h. La caracterizacion fenotipica de los
aislamientos, la susceptibilidad a los antimicrobianos y la subtipificacion molecular de los
mismos se realizé simultdneamente con las cepas aisladas de las aves.

3.1.3. Climatologia

En enero y febrero de los afios 2001, 2002 y 2003, se registraron diariamente las siguientes
variables climéticas: a) temperatura ambiental, b) precipitaciones (lluvia y nieve), y c¢) viento.
Los registros fueron provistos por la Estaciéon del Servicio Meteorolégico Nacional que se
encuentra ubicada en la Base Antértica Esperanza.

3.2. VIGILANCIA EPIZOOTIOLOGICA

3.2.1. Poblacién de aves

En enero y febrero del afio 2000 se localizaron los sitios de asentamiento de skuas, gaviota
cocinera, paloma antartica, pingiiino Adelia y pingiiino papua (Figura 8). El dia 15 de febrero se
realizaron censos no programados sobre dichos asentamientos.

Durante noviembre del ano 2000 y febrero del afio 2001; noviembre del afio 2001 vy
febrero del ano 2002; y noviembre del afio 2002 y febrero del afio 2003, se realizaron censos
poblacionales programados en el drea de Bahia Esperanza. Para ello se trazaron 4 transectas de

1.000 a 3.000 metros de longitud, a través de las cuales se realizaron recorridas cada 7 dias a lo



largo de las colonias reproductivas.

Las especies estudiadas fueron skua, gaviota cocinera, pingiiinos papua y paloma
antdrtica. Ademas, se realizé el censo de las aves voladoras no reproductivas por recuento directo
en los sitios de asentamiento. Se colectaron datos observacionales por conteo directo del nimero
de nidos activos, parejas reproductivas, huevos y aves no reproductivas. Las parejas
reproductivas y las aves no reproductivas fueron censadas entre el 1 de noviembre y el 28 de
febrero. Los datos obtenidos correspondientes a huevo y pichén fueron clasificados en periodos
de postura (1 de noviembre al 31 de diciembre) y de cria (29 de noviembre al 31 de enero). Las
gaviotas cocineras no reproductivas fueron clasificadas seguin su origen en “poblacién estable”
aquellas aves que arribaron a Bahia Esperanza entre el 1 de noviembre y el 31 de diciembre, y
“poblacion esporadica” aquellas aves que arribaron entre el 31 de diciembre y el 28 de febrero.
Finalmente se obtuvo el promedio de los datos recolectados segun el periodo. Para complementar
la descripcion realizada, se confeccionaron mapas, los cuales fueron actualizados segun los datos
recogidos en los veranos 2000-2001, 2001-2002 y 2002-2003.

No se realiz6 el censo poblacional de la colonia de pingiiinos Adelia, y se consideré que
dicha poblacién estuvo representada por aproximadamente 124.000 parejas reproductivas
(Myrcha et al., 1987). El total de adultos reproductivos y pichones fue estimado en 372.000 aves,
considerando la probabilidad de éxito reproductivo en 0,50.

3.2.2. Recoleccion de aves muertas

Entre noviembre del afio 2000 y febrero del afio 2001; noviembre del afio 2001 y febrero del afio
2002; y noviembre del afio 2002 y febrero del afo 2003, se realizaron recorridas periddicas a los
asentamientos de aves en Bahia Esperanza mediante 10 transectas que abarcaron todas las 4reas

reproductivas, incluyendo la colonia de pingiiinos Adelia y los sitios de asentamiento de aves no



reproductivas. Se recogieron las carcasas de aves halladas muertas, y se describieron los signos
de las aves moribundas. Los datos de cada carcasa colectada fueron detallados en una ficha para
el registro de cada necropsia (Anexo II).

Las carcasas recolectadas entre noviembre del afio 2001 y febrero del afio 2002 fueron
identificadas, congeladas a -20°C y remitidas para su andlisis a la Facultad de Ciencias
Veterinarias (FCV-UNLP). El andlisis de las carcasas halladas durante los veranos 2000-2001 y
2002-2003 se realiz6 en Bahia Esperanza.

3.3. DIAGNOSTICO PATOLOGICO

La totalidad de las carcasas halladas durante los veranos 2000-2001, 2001-2002 y 2002-2003, fue
analizada macroscépicamente por la técnica de necropsia especifica para aves (Petruccelli y
Menéndez, 1997); mediante la cual fue posible determinar el sexo de las aves muertas, ya que las
especies analizadas no presentan dimorfismo sexual. Durante la realizacién de la necropsia
fueron tomadas muestras de tejido para estudios microbiolégicos e histopatolégicos.

Muestras de trdquea, pulmoén, eséfago, estdmago, intestino, corazon, bazo, higado y rifién
de las carcasas colectadas durante los 2 brotes fueron fijadas en formol bufferado al 10% para
estudios histopatoldgicos. Posteriormente las muestras fueron embebidas en parafina, seccionadas
(5-6 um) y tenidas con hematoxilina y eosina (HE) (Alwyk, Buenos Aires, Argentina), y dcido
periddico Schiff (PAS). Los cortes fueron observados con microscopio 6ptico a 100X y 450X.
3.4. DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO
3.4.1. Aislamiento de Pasteurella multocida

3.4.1.1. Muestras de aves halladas muertas



Muestras de cavidad buco-faringea, higado, pulmén, bazo, y corazén, de todas las carcasas
halladas durante los veranos 2000-2001, 2001-2002 y 2002-2003, fueron sembradas en agar
selectivo para aislamiento de P. multocida (PMSA) (Moore et al., 1994) y en agar base sangre
(Difco, Becton Dickinson, Le Pont de Claix, France) adicionado con 5% de sangre de carnero,
incubdndose a 37°C durante 48 h.
3.4.1.2. Muestras de aves vivas sin manifestacion de enfermedad
Durante los veranos 2000-2001 y 2002-2003, se analizaron muestras de cavidad buco-faringea de
aves sin manifestacion clinica de Codlera Aviar para identificar posibles reservorios de P.
multocida. Para la toma de muestras se utilizaron hisopos estériles incluidos en medio de
transporte Stuart (Difco). El criterio de seleccion utilizado para designar las especies a analizar se
basé en las caracteristicas migratorias y alimenticias de las aves. Se tomaron 30 muestras de cada
especie, este tamafilo muestreal brinda un 95% de confianza para la deteccion de por lo menos un
resultado positivo si la prevalencia de infeccidon por P. multocida es del 10% como minimo. A
continuacién se enumeran las 3 especies analizadas y las principales caracteristicas
contempladas.

a) Skuas: arriban a Bahia Esperanza desde otros Continentes del Hemisferio Sur, su dieta

estd constituida principalmente por pingiiinos, huevos y peces.
b) Pingiiinos Adelia: son aves nadadoras y no se conocen sus rutas migratorias, se alimentan
de krill.
¢) Paloma antartica: parte de la poblacién permanece todo el afio en Bahia Esperanza

asociada a la Base Antértica Esperanza, su conducta alimenticia se basa en el carrofieo.



Las aves fueron capturadas al azar y muestreadas en enero y febrero del aino 2001, y enero
y febrero del afio 2003. Las muestras fueron sembradas en PMSA (Moore et al., 1994) por

duplicado e incubadas a 37°C durante 48 h.

3.4.2. Caracterizacion fenotipica e identificacion de los aislamientos de P. multocida

Los aislamientos de P. multocida de las aves y de los cuerpos de agua dulce fueron identificados
mediante la utilizacion del micrométodo comercial API20E (BioMerieux, St. Louis, Missouri,
EE.UU.). La identificacién de especie y subespecie fue confirmada por las caracteristicas
tintoriales, morfoldgicas y bioquimicas de los aislamientos (Koneman et al., 1999) (Tabla 1). La
clasificacién taxondmica se confirmé mediante la secuenciacién del gen 16S ARNr segun la
técnica descripta por Dewhirst et al. (1993).

Se realiz6 la coloracion de Gram (Britania, Buenos Aires, Argentina) y las siguientes
determinaciones: hemdlisis (agar base sangre [Difco] adicionado con 5% de sangre de carnero),
catalasa (Difco), citocromo oxidasa (Mac Faddin, 1980), crecimiento en agar MacConkey
(Difco), nitrato (Mac Faddin, 1980), indol (agar sulfuro indol movilidad, Difco), ornitina
decarboxilasa (Difco) y urea (Difco). Cada aislamiento fue inoculado en caldo base rojo de fenol
(Difco) conteniendo 1% de los siguientes carbohidratos (ICN Biomedicals, Aurora, Ohio,
EE.UU.): glucosa, manosa, arabinosa, dulcitol, lactosa, maltosa, manitol, sacarosa, trehalosa,
sorbitol y xilosa. Los caldos inoculados fueron incubados a 37°C y examinados a las 24 h, 48 h, y
a los 7 dias. El biotipo fue determinado segin descripciones previas (Mutters et al., 1985; Fegan

et al., 1995) (Tabla 3).



La secuenciacién del gen 16S ARNr, la determinacion del tipo capsular y del serotipo
somatico la realizé el Dr. Mark Wolcott en el Laboratorio de Diagndstico Microbiol6gico USGS
- Natural Wildlife Health Center, Madison, Wisconsin, EE.UU.

La tipificacion capsular se realiz6 segtin el esquema propuesto por Carter et al. (1955) y
actualizado por Brogden et al. (1979). Para determinar el tipo capsular se utiliz6 una técnica de
PCR miuiltiple descripta previamente por Townsend et al. (2001), utilizando oligonucle6tidos
(Integrated DNA Technologies, Coralville, IA, EE.UU.) (Tabla 4) y reactivos especificos
(Amersham Biosciences Corp. Piscataway, NJ, EE.UU.).

La serotipificacion somdtica de los aislamientos de P. multocida fue realizada mediante la
técnica de inmunodifusion, acorde a la metodologia descripta por Heddleston et al. (1972)
utilizando antisueros provistos por National Veterinary Services Laboratory (Ames, IA, EE.UU.).

Las cepas fueron conservadas a -70°C en caldo cerebro corazén (Difco, Detroit, Michigan,
EE.UU.) adicionado con 30% de glicerol (ICN), y depositadas en el Laboratorio de Diagndstico e
Investigaciones Bacteriologicas (FCV-UNLP), en el Servicio Fisiopatogenia del Instituto
Nacional de Enfermedades Infecciosas (INEI)-ANLIS ¢Dr. Carlos G. Malbrdn’’, y en
Laboratorio de Diagnéstico Microbioldgico USGS Madison, Wisconsin, EE.UU.

3.4.3. Susceptibilidad de las cepas de Pasteurella multocida a diferentes antimicrobianos

Se determind la susceptibilidad de las cepas de P. multocida aisladas de las aves y de los cuerpos
de agua dulce a diferentes antimicrobianos (ATB) mediante la técnica de concentracion
inhibitoria minima (CIM), utilizando la técnica de microdilucién en caldo. Se utilizaron los
siguientes antimicrobianos: aivlosin (Vetanco S.A., Vicente Lopez, Buenos Aires, Argentina),
ampicilina (ICN), cefalotina (ICN), ceftiofur sédico (Vetanco), enrofloxacina (Vetanco),

estreptomicina (Wako Pure Chemical Ltd., Osaka, Japdén), florfenicol (Vetanco), gentamicina



(ICN), tetraciclina (ICN), tiamulina (Laboratorios Aviar, Buenos Aires, Argentina), y tilosina
(Laboratorios Aviar). Se determiné un rango de trabajo, expresado en ug/ml, para cada
antimicrobiano (Tabla 5).

La cantidad de droga a utilizar para realizar la CIM se determiné mediante la siguiente
formula:

ATB (mg) = volumen de diluyente (ml) x concentracién de ATB deseada (ug/ml)
Potencia del ATB (pug/ml)
Las cepas E. coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC 29213 se utilizaron como

controles. Se utiliz6 la metodologia de trabajo propuesta por el Comité Nacional de Estdndares
para Laboratorio Clinico (NCCLS M7-A6), y cada cepa se evalu6 por duplicado. La
interpretacion de los resultados se realiz6 acorde a los valores definidos para P. multocida segin
el Comité Nacional de Estdndares para Laboratorio Clinico (NCCLS M31-A2 y M7-A6), a
excepcion de gentamicina (acorde a los valores para otras bacterias no-Enterobacteriaceae),
ampicilina, tetraciclina (acorde a los valores definidos para la Familia Enterobacteriaceae),
tiamulina (acorde a los valores para Actinobacillus pleuropneumoniae) y estreptomicina (acorde a
los valores para E. coli segin NORM/NORM-VET 2002) (Tabla 5). Hasta el presente no se
encuentran estandarizados los valores de corte para los macrdlidos aivlosin y tilosina.
3.4.4. Subtipificacion molecular de las cepas de Pasteurella multocida
Las cepas de P. multocida aisladas durante el brote de Cdlera Aviar ocurrido en el verano 2000-
2001, fueron subtipificadas por ERIC-PCR y PFGE.

La técnica de ERIC-PCR fue realizada segin lo descripto por Amonsin et al. (2002). Un
ml de cultivo de P. multocida en caldo cerebro corazén, luego de una incubacioén a 37°C durante

18 h (ODgy: 0,5 ml de cultivo) fue utilizado para la extraccion y purificacion de ADN gendémico



por el kit Wizard™ (Promega). Los oligonucle6tidos utilizados para generar los perfiles de ADN
fueron: ERICIR (5 ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC) y ERIC2 (5
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG) (Biodynamics, Miami, Florida, EE.UU.). Los fragmentos
obtenidos fueron separados por electroforesis en geles de agarosa al 2% (Invitrogen Life
Technologies, Brasil) conteniendo bromuro de etidio (2 pg/ml) (Promega). La corrida
electroforética fue realizada en buffer tris acetato EDTA 1X por 3,5 h a 80 volts; el marcador de
peso molecular utilizado fue 1 kb DNA Ladder (Promega).

La técnica de PFGE fue realizada segun el protocolo del Center for Disease Control and
Prevention CDC (1998), con algunas modificaciones basadas en los protocolos propuestos por
Gunawardana et al. (2000) y Pedersen et al. (2003). Los bloques de agarosa (plugs) conteniendo
el ADN de cada cepa fueron digeridos con 40 U de la enzima de restriccién Apal (Promega,
Madison, WI, EE.UU.). El marcador de peso molecular utilizado fue Lambda Ladder PFGE
Marker (New England BiolLabs, Beverly, MA, EE.UU.). Los fragmentos de ADN fueron
separados en un gel de agarosa al 1,2 % (Pulsed Field Certified Agarose, BioRad, Hercules, CA,
EE.UU.) en buffer tris borato EDTA 0,5X a 14°C, en una camara de electroforesis CHEF-DR 111
system (BioRad). El tiempo de corrida fue de 22 h, con un voltaje constante de 170 V, utilizando
un pulso lineal rampeado de 1-30 seg. La tincion del gel se realiz6é con 0,5 pg/ml de solucién de
bromuro de etidio (BioRad). Como segunda enzima de restriccion se utiliz6 Smal (40 U)
(Promega), con un pulso lineal rampeado de 0,5-40 seg por 22,5 h; la cepa de referencia CDC H-
9812 Salmonella Braenderup, fue incluida como marcador de peso molecular.

Los perfiles moleculares obtenidos por ERIC-PCR y PFGE fueron fotografiados
utilizando el equipo Kodak Digital Science 1D™, y fueron analizados con el software

BioNumerics version 3.5 (Applied Maths, Kortrijk, Belgium). La relacion entre los perfiles fue



estimada por la proporcién de bandas compartidas aplicando el coeficiente de Dice y generando

dendrogramas basados en el método Unweighted Pair Group Method with Arithmatic Mean

(UPGMA). Los patrones moleculares obtenidos por ERIC-PCR fueron agrupados en clusters o

grupos clonales con una similitud superior al 85% y los patrones moleculares obtenidos por

Apal-PFGE fueron agrupados en clusters con una similitud superior al 80%. El trabajo se realiz6

en el Servicio Fisiopatogenia, INEI - ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”.

3.4.5. Cepas de Pasteurella multocida de diferente origen

Para comparar los resultados obtenidos con las cepas de P. multocida aisladas en Bahia

Esperanza, se analizaron 41 cepas de P. multocida de diferente origen:

a)

b)

c)

d)

3 cepas aisladas en la Antértida, 2 en el brote de Célera Aviar del afio 2000 en Bahia
Esperanza y una aislada de un petrel gigante del sur durante el verano del afio 2000 en la
Isla 25 de Mayo, Shetland del Sur (Leotta et al., 2003).

17 cepas de referencia, 16 provistas por National Animal Disease Center (NADC), y la
cepa ATCC 51689 provista por el Dr. P. J. Blackall (Queensland Poultry Research and
Development Centre, Animal Research Institute, Moorooka, Australia).

11 cepas aisladas de gallinas reproductoras con Cdlera Aviar crénico, 9 de la Republica
Argentina, una de la Republica Oriental del Uruguay (provistas por el Dr. J. L. Garbi); y
una proveniente de Australia (provista por el Dr. P. J. Blackall).

10 cepas aisladas de cerdos de la Provincia de Buenos Aires (Provistas por el Laboratorio
de Diagnéstico e Investigaciones Bacterioldgicas, FCV-UNLP).

Mediante la metodologia descripta en el punto 3.4.2 se confirmé la identificacién

bioquimica, el tipo capsular y el serotipo somdtico de las cepas de P. multocida de diferente

origen (Tabla 6). Para determinar la susceptibilidad a los antimicrobianos y el subtipo molecular



se utilizé la metodologia descripta en los puntos 3.4.3. y 3.4.4. Solamente se analizaron por Smal-
PFGE las cepas aisladas en la Antartida.
3.4.6. Evaluacion de las técnicas de subtipificacion
Se determiné el poder discriminatorio a cada una de las técnicas de subtipificacion utilizadas
(Maslow et al., 1993), para evaluar la capacidad de diferenciar cepas sin relacién epidemioldgica.
Para dicha evaluacién se utilizaron 41 cepas de P. multocida: 3 cepas aisladas en la Antartida
(una aislada de pingiiino Adelia durante el verano 2001, una aislada de skua durante el verano
2000 y una cepa aislada de un petrel gigante del sur muerto por Célera Aviar en la Isla 25 de
Mayo, Islas Shetland del Sur) y 38 cepas de diferente origen (punto 3.4.5).

El poder discriminatorio de las técnicas fue determinado mediante el indice de Simpson
(Hunter y Gaston, 1988).

S

Indice de Simpson D=1- 1 X Xxj(xj-1)
N(N-1) j=1

N = ndmero total de aislamientos estudiados

xj = nimero de aislamientos en el tipo j

s = nimero de tipos diferentes
3.5. DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO DIFERENCIAL DE COLERA AVIAR
Se realizé el diagnéstico microbioldgico diferencial a todas las aves muertas por Cdlera Aviar
entre enero y febrero del afio 2001. Para ello se recolectaron muestras de cavidad buco-faringea,
higado, traquea, pulmoén, bazo, corazén y contenido intestinal.
3.5.1. Muestras de aves halladas muertas
Muestras de cavidad buco-faringea, higado, traquea, pulmén, bazo y corazén fueron sembradas

en agar chocolate y en agar MacConkey (Difco), e incubadas a 37°C durante 24-48 h para el



aislamiento de Avibacterium paragallinarum y Escherichia coli, respectivamente. Ademads, se
sembraron muestras de higado y contenido intestinal en agar entérico hektoen (Becton Dickinson
France S.A., France) y se incubaron a 37°C durante 24 h para el aislamiento de enterobacterias
productoras de hidrégeno sulfurado.

Muestras de trdquea y pulmoén, de 23 skuas que presentaron lesiones en el tracto
respiratorio, fueron sembradas en medio liquido y sélido de Frey (Frey et al., 1968), e incubadas
a 37°C en atmosfera microaeréfila durante 7 dias, para el aislamiento de Mycoplasma spp. Las
mismas muestras, fueron analizadas mediante inmunofluorescencia directa (Chlamydia Test
Direct IF, BioMerieux) para deteccion de Chlamydophila psittaci.

3.5.2. Identificacion de Escherichia coli

Los aislamientos de E. coli fueron identificados mediante sus caracteristicas tintoriales,
morfoldgicas y bioquimicas (Edwards y Ewing, 1984). Se realizaron las siguientes
determinaciones: hemdlisis (agar base sangre [Difco] adicionado con 5% de sangre de carnero),
catalasa (Difco), citocromo oxidasa (Mac Faddin, 1980), rojo de metilo (Difco), Voges Proskauer
(Difco), agar triple azucar hierro (Difco), urea (Difco), lisina decarboxilasa (agar lisina hierro,
Difco), ornitina decarboxilasa (Difco), indol (agar sulfuro indol movilidad, Difco), movilidad
(agar sulfuro indol movilidad, Difco), y citrato (Difco). Cada aislamiento fue inoculado en caldo
base rojo de fenol (Difco) conteniendo 1% de los siguientes carbohidratos (ICN): glucosa,
lactosa, y sorbitol.

Una vez identificadas, las cepas se remitieron al Servicio Fisiopatogenia (INEI-ANLIS
“Dr. Carlos G. Malbrdn’’) para su caracterizacion. Mediante PCR se determinaron los siguientes
marcadores de virulencia: intimina de E. coli enteropatégeno (EPEC); toxina termoldbil (LT) y

termoestable (ST) de E. coli enterotoxigenico (ETEC); toxinas Shiga 1 y 2 de E. coli productor



de toxina Shiga (STEC); enterohemolisina de E. coli enterohemorragico (EHEC); y plasmido
enteroagregativo de E. coli enteroagregativo (EaggEC) (Chinen et al., 2002). Asimismo, se
realizé el ensayo de colony-blot para la determinar el bundle-forming pilus (BFP) de EPEC y la
fimbria Daa de E. coli de adherencia difusa (DAEC). Para identificar cepas de E. coli
enteroinvasivo (EIEC), se utilizé la técnica de ELISA para la deteccion de la invasina (Chinen et
al., 2002). Las cepas fueron conservadas a -70°C en caldo cerebro corazén (Difco) adicionado
con 30% de glicerol (ICN), y depositadas en el Laboratorio de Investigaciones y Diagndstico
Bacteriolégico (FCV-UNLP) y en el Servicio Fisiopatogenia (INEI-ANLIS “Dr. C. G.
Malbran’”).

3.5.3. Identificacion de bacterias productoras de hidrégeno sulfurado

Los aislamientos de bacterias productoras de hidrégeno sulfurado, diferenciados en agar entérico
hektoen, fueron identificados mediante caracteristicas tintoriales (coloraciéon de Gram, Britania),
morfolégicas y bioquimicas (Edwards y Ewing, 1984). Se realizaron las siguientes
determinaciones: catalasa (Difco), citocromo oxidasa (Mac Faddin, 1980), rojo de metilo (Difco),
Voges Proskauer (Difco), hidrégeno sulfurado (agar triple azicar hierro, Difco), urea (Difco),
lisina decarboxilasa (agar lisina hierro, Difco), ornitina decarboxilasa (Difco), indol (agar sulfuro
indol movilidad, Difco), movilidad (agar sulfuro indol movilidad, Difco), citrato (Difco), y
malonato (Merck Quimica, Buenos Aires, Argentina). Cada aislamiento fue inoculado en caldo
base rojo de fenol (Difco) conteniendo 1% de los siguientes carbohidratos (ICN): glucosa,
lactosa, dulcitol, salicina, rafinosa, sorbitol, arabinosa, maltosa, xilosa, trehalosa y sacarosa. Las
cepas fueron conservadas a -70°C en caldo cerebro corazén (Difco) adicionado con 30% de
glicerol (ICN), y depositadas en el Laboratorio de Investigaciones y Diagndstico Bacterioldgico

(FCV-UNLP).



3.5.4. Analisis micoldgico

Se realizé la observacién directa de improntas de los 6rganos sospechosos al microscopio éptico.
Para el aislamiento de Eumycetes, se sembraron muestras de traquea y pulmén de aves con
lesiones en el tracto respiratorio (skuas), en agar Sabouraud dextrosa (Difco) con la adicién de
cloranfenicol (Sigma) y 2% de extracto de levaduras (Difco), incubdndose a 28°C y 37°C durante
10 dias. Los hongos miceliales fueron identificados por sus caracteristicas macro y
micromorfoldgicas (Leotta et al., 2002). Los aislamientos identificados fueron depositados en la
Catedra de Micologia Médica e Industrial (FCV-UNLP) y en el Centraalbureau voor
Schimmelcultures (CBS), Utrecht, Holanda.

3.5.5. Analisis virolégico

Muestras de pulmén y contenido intestinal de las aves muertas por Célera Aviar entre enero y
febrero del afio 2001 fueron conservadas en Medium Englin Minimum (MEM, Gibco, Carlsbad,
CA, EE.UU.) adicionado con aminodcidos (Gibco), suero fetal bovino (Gibco) y solucién de
antibidticos (Gibco); las mismas fueron congeladas a -20°C y remitidas a la FCV-UNLP.

Las muestras fueron tratadas con solucién de antibidticos y antimicéticos (Gibco), y
resuspendidas con jeringa y aguja. Posteriormente fueron filtradas utilizando filtros de 0,22 p de
didmetro (Renner GMBH, Dannstadt, Germany) y conservadas a -70°C.

Para el diagnéstico de Bronquitis Infecciosa, Laringotraqueitis, Influenza y Enfermedad
de Newcastle, se inocularon por triplicado 100 pl de cada muestra pulmonar, en huevos
embrionados de gallina de 9 a 11 dias, via cavidad alantoidea y membrana corioalantoidea. Los
huevos se sellaron con parafina y se incubaron a 37°C. Luego de 5 dias posinoculacién se
analizaron los embriones, se colectd el liquido alantoideo y se realizé la prueba de

hemoaglutinacion en placa (Taller sobre Evaluacién de Infecciones por Virus Influenza mediante



Técnicas Seroldgicas, 2001), utilizando glébulos rojos de gallina al 0,5%. Por cada muestra se
realizaron 3 pasajes en huevo embrionado de gallina de 9 a 11 dias. El trabajo se realizé en los
laboratorios del Departamento de Aves de SENASA-DILACOT, en condiciones de bioseguridad
tipo II. Para evidenciar la presencia de virus Influenza tipo A se realizé la técnica de
inmunofluorescencia indirecta utilizando el kit Imagen Influenza A y B (Chemicon, Temecula,
CA, EE.UU.). El trabajo se realizé en el Servicio Virosis Respiratorias, INEI — ANLIS “Dr.
Carlos G. Malbran”.

3.6. PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION

Se realiz6 un estudio observacional prospectivo de las variables ambientales con posible
asociacion a la presentacion de Colera Aviar: temperatura ambiental, precipitaciones (nieve y
lluvia) y viento. Los resultados obtenidos fueron analizados mediante pruebas no paramétricas de
significacion estadistica. El andlisis se realiz6 mediante el test de correlacion de Spearman y
Kruskal-Wallis. Se trabajé con una significaciéon del 95% y un error de 0,05. El nivel de
significacion estadistica fue de p < 0,05.

Simultdneamente, se realizé un estudio observacional prospectivo de las poblaciones de
skuas, gaviotas cocineras, pingiiinos papua y palomas antarticas. Se recolectaron datos de las
siguientes variables: densidad poblacional, composicion etaria (adulto reproductivo, adulto no
reproductivo y pichén) y caracteristicas migratorias (voladoras y nadadoras).

En las poblaciones de aves estudiadas se determiné la tasa de mortalidad general sin
discriminar la etiologia, y la tasa de mortalidad por Célera Aviar. Con los datos obtenidos se
traz6 la curva temporal epizodtica de Colera Aviar entre enero y febrero del afio 2001, y con los
datos obtenidos en los afios 2002 y 2003 se trazaron curvas de mortalidad diaria. La presentacion

de tendencia de la serie cronoldgica se realizé mediante la suavizacién de la misma utilizando



promedios moviles. Los resultados obtenidos fueron analizados y consolidados mediante pruebas
no paramétricas de significacion estadistica. Para el andlisis estadistico de los datos se utilizé el
test de Chi cuadrado. Se trabajé con una significacion del 95% y un error de 0,05. El nivel de

significacion estadistica fue de p <0,05.



4. RESULTADOS

4.1. AREA DE ESTUDIO

Bahia Esperanza se encuentra ocupada por glaciares a excepcion de un area libre de hielo en la
regién Sur. Esta drea presenta una extensién aproximada de 10 km?, el limite Sudoeste limita con
el Glaciar Depésito y el margen Noreste con la zona del Faro. En la costa Norte, la Peninsula
Esperanza separa Caleta Aguila de Caleta Choza, y en el limite Sur se encuentra el cerro Scar con
una altura aproximada de 100 m. Sin embargo, la montafia més importante en el area es el Monte
Flora con una altura de 528 m (Figura 2).

4.1.1. Hidrologia

Entre enero y febrero de los afios 2001, 2002 y 2003, los cuerpos de agua dulce de Bahia
Esperanza estuvieron representados por: 6 chorrillos de deshielo; 7 lagos permanentes; 5
estanques; 4 charcas temporarias en los afios 2001 y 2002 (Figura 7), y 11 charcas en el afio 2003
(Figura 9).

4.1.1.1. Descripcion de los cuerpos de agua dulce analizados

Cuerpo de agua dulce 1. Charca ubicada a 30 m del mar, presenta 2 m de largo, 1,5 m de ancho,
y drena su caudal al cuerpo de agua dulce 2. El fondo contiene una gran cantidad de sedimento
orgédnico aportado por los residuos de la colonia reproductiva de pingiiino Adelia y de algas
marinas. El agua es principalmente dulce debido al constante aporte glaciario. En el afo 2003 no
se formo esta charca debido a cambios geomorfolégicos (Figura 10).

Cuerpo de agua dulce 2. Charca ubicada a 30 m del mar, presenta 4 m de largo, 2 m de ancho, y
recibe aporte de agua de la charca vecina (cuerpo de agua dulce 1) y por lo tanto de la colonia

reproductiva de pingiiino Adelia. El fondo se encuentra formado principalmente por piedras,



debajo de las cuales hay material orgdnico y muy pocas algas. En el afio 2003 no se formd esta
charca debido a cambios geomorfolégicos.

En enero y febrero del afio 2001, alrededor de los cuerpos de agua dulce 1 y 2, se
agruparon las gaviotas y los skuas no reproductivos y se encontraron las aves muertas por Colera
Aviar.

Cuerpo de agua dulce 3. Estanque ubicado a 100 m del mar, presenta 30 m de largo, 20 m de
ancho y no recibe aporte orgéanico de la colonia reproductiva de pingiiino Adelia. La presencia de
aves voladoras es casual.

Cuerpo de agua dulce 4. Estanque ubicado a 100 m del mar, presenta 10 m de largo, 10 m de
ancho y no recibe aporte organico de la colonia reproductiva de pingiiino Adelia. Durante el mes
de febrero del afio 2000, en torno a este estanque se agruparon las gaviotas y los skuas no
reproductivos y se encontraron las carcasas de las aves muertas por Célera Aviar (Figura 11).
Cuerpo de agua dulce 5. Lago ubicado en el pie del Monte Flora a 500 m del mar, presenta 200
m de largo, 100 m de ancho. Recibe aporte de agua de 4 lagos superiores y no recibe aporte
orgdnico de la colonia reproductiva de pingiiino Adelia. Segin las caracteristicas
geomorfoldgicas, este lago puede drenar su caudal hacia un importante chorrillo de deshielo. La
presencia de aves voladoras es casual.

Cuerpo de agua dulce 6. Estanque ubicado a 600 m del mar, en el centro de la colonia
reproductiva de pingiiino Adelia, de la cual recibe un gran aporte orgdnico. Se encuentra dividido
en dos partes, una de ellas presenta 20 m de didmetro y la otra 10 m de largo y 5 m de ancho.
Durante el verano 1996-1997, alrededor de este estanque se agruparon las gaviotas y los skuas no

reproductivos y se encontraron las aves muertas por Célera Aviar.



Cuerpo de agua dulce 7. Charca ubicada a 40 m del mar, presenta 4 m de largo, 2 m de ancho, y
recibe un gran aporte orgdnico de la colonia reproductiva de pingiiino Adelia.

La presencia de aves voladoras es casual.

Cuerpo de agua dulce 8. Lago Boeckella, ubicado a 900 m del mar, presenta 300 m de largo,
150 m de ancho, y recibe escaso aporte orgdnico de la colonia reproductiva de pingiiino Adelia.
Durante los afios 1981 y 1990, en torno a este lago se agruparon las gaviotas y los skuas no
reproductivos, y se encontraron las carcasas de las aves muertas por Célera Aviar.

Cuerpo de agua dulce 9. Charca ubicada a 70 m del mar, presenta 10 m de largo, 8 m de ancho,
y recibe un gran aporte de materia orgdnica por parte de la colonia reproductiva de pingiiinos
Adelia. La presencia de aves voladoras es casual.

Cuerpo de agua dulce 10. Estanque ubicado a 400 m del mar, en el centro de la colonia
reproductiva de pingiiinos Adelia, de la cual recibe un gran aporte organico. Presenta un didmetro
aproximado de 50 m. La presencia de aves voladoras es casual.

Cuerpo de agua dulce 11. Charca ubicada a 100 m del mar, presenta un didmetro aproximado de
7 m y recibe aporte de la colonia reproductiva de pingiiinos Adelia. La presencia de aves
voladoras es casual. Esta charca solo se analizé en el afio 2003 debido a la ausencia de los
cuerpos de agua dulce 1 y 2, y a que se encontraba cercana a la zona de asentamiento de las aves
no reproductivas.

Cuerpo de agua dulce 12. Charca ubicada a 150 m del mar, presenta un didmetro aproximado de
5 m y recibe aporte de la colonia reproductiva de pingiiinos Adelia. La presencia de aves
voladoras es casual. Esta charca solo se analizé en el afio 2003 debido a la ausencia de los
cuerpos de agua dulce 1 y 2, y a que se encontraba cercana a la zona de asentamiento de las aves

no reproductivas.



Si bien no se analizaron los chorrillos de deshielo, es interesante destacar que durante el
verano 2000-2001 el chorrillo A (Figura 7) se mantuvo cubierto por una gran capa de hielo, a
diferencia de lo observado en los veranos 2001-2002 y 2002-2003.
4.1.1.2. Caracteristicas fisicas, quimicas y microbioldgicas de los cuerpos de agua dulce
analizados
Entre enero y febrero del afio 2001, la temperatura de los cuerpos de agua dulce se mantuvo entre
1y5°C, el pHentre 6 y 8, y la salinidad entre 0,05 y 8,87 g/l. Durante el brote de Colera Aviar
se aislo P. m. gallicida biovar 8 tipo A: 1 en muestras del cuerpo de agua dulce 1. Al momento de
la recoleccion de las muestras la temperatura del agua en la charca fue de 5°C, el pH 7 y la
salinidad de 8,73 g/l. Alrededor de esta charca se asentaban las gaviotas y skuas no
reproductivos.

Entre enero y febrero del afio 2002, la temperatura de los cuerpos de agua dulce se
mantuvo entre 1 y 7°C, el pH entre 6 y 7, y la salinidad entre 0,05 y 5,97 g/1.

Entre enero y febrero del afio 2003, la temperatura de los cuerpos de agua dulce se
mantuvo entre 0,5 y 5°C, el pH entre 6 y 7,5, y la salinidad entre 0,08 y 7,32 g/I.

En las Tablas 7, 8 y 9 se detalla la temperatura, el pH, la salinidad y las caracteristicas
organolépticas de cada cuerpo de agua dulce analizado durante los veranos 2000-2001, 2001-
2002 y 2002-2003, respectivamente. Asimismo, en las tablas 7 y 9 se presenta el resultado del
andlisis microbioldgico para el aislamiento de P. multocida de cada cuerpo de agua dulce
analizado durante los veranos 2000-2001 y 2002-2003, respectivamente.

4.1.2. Climatologia
En enero y febrero del afio 2001 la temperatura ambiental promedio fue de -0,27°C, registrdndose

un maximo de 7°C el 25 de febrero y un minimo de -7,1°C el 22 de febrero. El promedio de



precipitaciones en forma de nieve fue de 1 cm, registrandose un maximo de 13 cm el 23 de enero
y a partir del 10 de febrero no se registraron precipitaciones en forma de nieve. El promedio de
lluvia fue de 1,09 mm, con un maximo de 15,5 mm el 22 de enero. La velocidad promedio del
viento fue de 46 km/h, registrindose un méaximo de 130 km/h el 11 de febrero y un minimo de 6
km/h el 24 de febrero. En la Tabla 10 (a y b) y en la Figura 12 se detallan los registros diarios de
temperatura (mdxima, minima y promedio), precipitaciones (lluvia y nieve) y viento
correspondientes a los meses de enero y febrero del afio 2001.

En enero y febrero del afo 2002 la temperatura ambiental promedio fue de 1,1°C,
registrandose un maximo de 4,5°C los dias 17 de enero, 13, 17 y 24 de febrero y un minimo de -
4,2°C el 5 de febrero. El promedio de precipitaciones en forma de nieve fue de 0,3 cm,
registrandose un médximo de 8 cm el 19 de febrero. El promedio de lluvias fue de 1,3 mm con un
maximo de 18,8 mm el 1 de febrero. La velocidad promedio del viento fue de 63 km/h,
registrandose un maximo de 133 km/h el 15 de febrero y un minimo de 12 km/h el 2 de enero. En
la Tabla 11 (a y b) y en el Figura 13 se detallan los registros diarios de temperatura (maxima,
minima y promedio), precipitaciones (lluvia y nieve) y viento correspondientes a los meses de
enero y febrero del afio 2002.

En enero y febrero del afio 2003 la temperatura ambiental promedio fue de 1°C,
registrdndose un maximo de 9,9°C el 1 de enero y un minimo de -3,9°C el 28 de febrero. El
promedio de precipitaciones en forma de nieve fue de 1,1 cm registrdindose un méximo de 9 cm
el 27 de enero y el 25 de febrero. El promedio de lluvias fue de 1,1 mm con un méximo de 9 mm
el 25 de febrero. La velocidad promedio del viento fue de 38 km/h registrdndose un méximo de
107 km/h el 15 de febrero y un minimo de 6 km/h el 13 de enero. En la Tabla 12 (ay b) y en la

Figura 14 se detallan los registros diarios de temperatura (mdxima, minima y promedio),



precipitaciones (lluvia y nieve) y viento correspondientes a los meses de enero y febrero del afio

2003.



4.2. VIGILANCIA EPIZOOTIOLOGICA

4.2.1. Poblaciones de aves en Bahia Esperanza

4.2.1.1. Poblacion de aves en la temporada reproductiva 2000-2001

Entre noviembre del afio 2000 y febrero del afio 2001, 6 especies de aves nidificaron en Bahia
Esperanza: gaviota cocinera, skua, paloma antdrtica, pingiiino Adelia, pingiiino papua, y petrel de
Wilson. En la Figura 15 se detalla la ubicacién de los nidos y el sitio de asentamiento de las aves
no reproductivas durante enero y febrero del afio 2001. A continuacion se describe la distribucién
de las aves en estudio:

a) La poblacion de gaviotas cocinera estuvo conformada por 213 ejemplares: 63 (29,6%) adultos
reproductivos, 20 (9,4%) pichones y 130 (61%) gaviotas no reproductivas. La poblacién de
gaviotas no reproductiva estuvo conformada por 23 (10,8%) gaviotas estables y 107 (50,2%)
esporadicas. Estas ultimas arribaron a Bahia Esperanza el dia 1 de enero del afio 2001 y se
agruparon en torno a los cuerpos de agua dulce 1 y 2 (Figura 7), compartiendo el nicho ecolégico
con skuas no reproductivos (Figura 16). En las 4reas rocosas de las costas Sudoeste y Noreste de
Bahia Esperanza se censaron 24 nidos activos.

b) La poblacion total de skuas estuvo conformada por 75 aves: 18 (24%) adultos reproductivos,
un (1,3%) pichén y 56 (74,6%) skuas no reproductivos. Estos tltimos se agruparon en torno a los
cuerpos de agua dulce 1 y 2 (Figura 7). Nueve nidos activos estuvieron distribuidos
heterogéneamente en dreas aledafias a la colonia de pingiiino Adelia (Figura 15).

¢) La poblacién de paloma antédrtica estuvo conformada por 87 aves: 36 (41,4%) adultos
reproductivos, 22 (25,3%) pichones y 29 (33,3%) palomas no reproductivas. En la Peninsula
Esperanza y en el limite Noroeste de la colonia reproductiva de pingiiinos Adelia se censaron 18

nidos activos.



d) La poblacién de pingiiino papua estuvo conformada por 690 aves: 360 (52,2%) adultos
reproductivos, 290 (42%) pichones y 40 (5,8%) pingiiinos papua no reproductivos. En la costa
Noroeste de Bahia Esperanza se censaron 180 nidos activos.

4.2.1.2. Poblacion de aves en la temporada reproductiva 2001-2002

Entre noviembre del afio 2001 y febrero del afio 2002, en Bahia Esperanza nidificaron las mismas
especies de aves que en la temporada reproductiva 2000-2001. En la Figura 17 se detalla la
ubicacién de los nidos y el sitio de asentamiento de las aves no reproductivas durante enero y
febrero del afio 2002. A continuacién se describe la distribucion de las aves en estudio:

a) La poblacion de gaviotas cocinera estuvo conformada por 172 ejemplares: 66 (38,3%) adultos
reproductivos, 18 (10,4%) pichones y 88 (51,1%) gaviotas no reproductivas. Al igual que en los
afos 2000 y 2001, estas aves nidificaron en areas rocosas de las costas Sudoeste y Noreste de
Bahia Esperanza, donde se censaron 25 nidos activos. La poblacion de gaviotas no reproductiva
estuvo conformada por 15 (8,7%) gaviotas estables y 63 (36,6%) migratorias. Estas aves
compartieron el nicho ecoldgico con skuas no reproductivos (Figura 7).

b) La poblaciéon total de skuas estuvo conformada por 108 aves: 32 (29,6%) adultos
reproductivos, 6 (5,6%) pichones y 70 (64,8%) skuas no reproductivos. Estos ultimos se
agruparon en torno al chorrillo A (Figura 7). Dieciséis nidos activos estuvieron distribuidos
heterogéneamente en areas aledafias a la colonia de pingiiino Adelia (Figura 16).

¢) La poblaciéon de paloma antdrtica estuvo conformada por 100 aves: 44 (44%) adultos
reproductivos, 26 (26%) pichones y 30 (30%) palomas no reproductivas. Se censaron 16 nidos
activos en las mismas dreas de nidificacion que en la temporada 2000-2001.

d) La poblacién de pingiiino papua estuvo conformada por 660 aves: 300 (45,4%) adultos

reproductivos, 250 (37,9%) pichones y 110 (16,6%) pingiiinos papua no reproductivos. En la



costa Noroeste de Bahia Esperanza se censaron 150 nidos activos.

4.2.1.3. Poblacion de aves en la temporada reproductiva 2002-2003

Entre noviembre del afio 2002 y febrero del afio 2003, en Bahia Esperanza nidificaron las mismas
especies de aves que en las temporadas reproductivas 2000-2001 y 2001-2002. En la Figura 18 se
detalla la ubicacién de los nidos y el sitio de asentamiento de las aves no reproductivas durante
enero y febrero del afio 2003. A continuacion se describe la distribucién de las aves en estudio:

a) La poblacion de gaviotas cocinera estuvo conformada por 222 ejemplares: 52 (23,4%) adultos
reproductivos, 20 (9%) pichones y 150 (67,6%) gaviotas no reproductivas. Se censaron 25 nidos
activos en las mismas dreas de nidificacion que en las temporadas reproductivas 2000-2001 y
2001-2002. La poblaciéon de gaviotas no reproductiva estuvo conformada por 50 (22,5%)
gaviotas estables y 63 (28,4%) migratorias. Al igual que en la temporada 2001-2002, estas aves
compartieron el nicho ecoldgico con skuas no reproductivos (Figura 9). En la Figura 19 se
representa la poblacion de gaviota cocinera durante las temporadas reproductivas 2000-2001,
2001-2002, y 2002-2003, en Bahia Esperanza.

b) La poblaciéon total de skuas estuvo conformada por 113 aves: 24 (21,2%) adultos
reproductivos, 9 (8%) pichones y 80 (70,8%) skuas no reproductivos agrupados en torno al
chorrillo A (Figura 9). Se censaron 11 nidos activos en las mismas areas de nidificacién que en la
temporada 2001-2002. En la Figura 20 se representa la poblacion de skua durante las temporadas
reproductivas 2000-2001, 2001-2002 y 2001-2003.

¢) La poblacién de paloma antédrtica estuvo conformada por 71 aves: 30 (42,2%) adultos
reproductivos, 15 (21,1%) pichones y 26 (36,6%) palomas no reproductivas. Se censaron 10
nidos activos en las mismas zonas de nidificacion que en las temporadas 2000-2001 y 2001-2002.

En la Figura 21 se representa la poblacion de paloma antirtica durante las temporadas



reproductivas 2000-2001, 2001-2002 y 2001-2003.

En la Figura 22 se representa la distribucidén poblacional de las aves voladoras durante las
temporadas reproductivas 2000-2001, 2001-2002 y 2001-2003.

d) La poblacién de pingiiino papua estuvo conformada por 700 aves: 320 (45,7%) adultos
reproductivos, 300 (42,8%) pichones y 80 (11,4%) pingiiinos papua no reproductivos. En la costa
Noroeste de Bahia Esperanza se censaron 190 nidos activos. En la Figura 23 se representa la
poblacién de pingiiino papua durante las temporadas reproductivas 2000-2001, 2001-2002 y
2001-2003.

4.2.2. Recoleccion de aves muertas en Bahia Esperanza

4.2.2.1. Recoleccion de las aves muertas en la temporada reproductiva 2000-2001

Entre noviembre del afio 2000 y febrero del afio 2001, se colectaron y analizaron 82 aves
muertas: 51 pingiiinos Adelia (46 AR y 5 Pi), 23 skuas (AR), 6 gaviotas cocineras (4 Nry 2 AR),
un pingiiino papua (AR) y una paloma antartica (AR).

De las 82 carcasas analizadas, 14 pingiiinos Adelia y 6 skuas fueron hallados moribundos,
capturados e identificados, en un radio de 300 m alrededor de los cuerpos de agua dulce 1 y 2
(Figura 24). Las aves moribundas fueron observadas por un periodo de tiempo que no supero las
24 y 48 h hasta su muerte.

Las carcasas fueron halladas en los siguientes sitios de Bahia Esperanza: a) colonia
reproductiva de pingiiino Adelia, b) alrededor del Lago Boeckella, c) Caleta Aguila, d) colonia
reproductiva de pingiiino papua, ) Peninsula Esperanza, f) zona del Faro, g) alrededor del cuerpo
de agua dulce 6, y h) alrededor de los cuerpos de agua dulce 1 y 2. En este dltimo sitio se
encontré el 82% de las aves muertas, 21 skuas, una gaviota cocinera y 45 pingiiinos Adelia

(Figura 7 y 16).



4.2.2.2. Recoleccion de las aves muertas en la temporada reproductiva 2001-2002
Entre noviembre del afio 2001 y febrero del afio 2002, se encontraron 10 aves muertas: 5 skuas (4
AR y 1 Pi), 3 gaviotas cocineras (AR) y 2 pingiiinos Adelia (AR). Todas las carcasas fueron
halladas en el centro de la colonia reproductiva de pingiiinos Adelia (Figura 17). Las mismas
fueron identificadas, acondicionadas a -20°C y remitidas a la FCV-UNLP.
4.2.2.3. Recoleccion de las aves muertas en la temporada reproductiva 2002-2003
Entre noviembre del afio 2002 y febrero del afio 2003, se colectaron y analizaron 13 aves
muertas. Se hallaron 7 pingiiinos Adelia (3 AR y 4 Pi) en el centro de la pingiiinera (n:5) y en la
costa Noreste (n:2); 2 skuas (AR) en la costa Noreste; 2 pingiiinos papua (AR) en la zona de
nidificacién de pingiiinos papua; una gaviota cocinera (Pi) en la zona del faro; y una paloma
antdrtica (AR) en la Peninsula Antartica (Figura 18).
4.3. DIAGNOSTICO PATOLOGICO
4.3.1. Diagnoéstico patologico de las aves halladas muertas en la temporada reproductiva
2000-2001
Entre noviembre del afio 2000 y febrero del afio 2001 se recolectaron 82 aves halladas muertas.
La necropsia de estas aves se realiz6 en Bahia Esperanza.

En el periodo comprendido entre el 1 de noviembre del afio 2000 y el 9 de enero del afio
2001, se hallaron 9 aves muertas: 3 gaviotas cocineras (machos), 5 pingiiinos Adelia (3 machos y
2 hembras) y una paloma antértica (ND).

En la carcasa de una gaviota cocinera se hall6 una masa aparentemente tumoral en el
espacio interdigital de la pata izquierda. Las otras 2 carcasas de gaviotas cocineras y la carcasa de

la paloma antartica presentaban evidentes cambios posmortem y por lo tanto no pudieron ser



analizadas. Un pingiiino Adelia presentaba prolapso cloacal, otro wuna luxacién
femorotibiorrotuliana y en 2 ejemplares no se observaron lesiones. En el quinto pingiiino Adelia
hallado muerto se diagnosticé Dermatitis Gangrenosa, la carcasa presentaba pequefias cicatrices
de aproximadamente 2 cm de longitud en el parche incubatriz. Debajo de la piel afectada se
observo una extensa drea de edema y hemorragia que abarcaba toda la region pectoral y ambos
miembros pelvianos. La musculatura presentaba color gris y entre los haces musculares se
observo edema y gas. Se observé hepatomegalia y esplenomegalia. En el resto de los érganos no
se hallaron lesiones macroscépicas.

En el periodo comprendido entre el 10 de enero y el 20 de febrero del afio 2001, se
hallaron 73 aves muertas. Se analizaron 23 skuas (16 hembras y 7 machos), 3 gaviotas cocineras
(2 hembras y un macho), 46 pingiiinos Adelia (22 hembras y 24 machos) y un pingiiino papua
(hembra).

Seis skuas y 14 pingiiinos Adelia fueron hallados moribundos. Los skuas presentaban
polidipsia, temblores, disnea, estertores y abundante secrecién mucosa en las narinas y en la
cavidad bucofaringea. Ademds, presentaban mal estado general, inhabilidad para volar,
incoordinacién y falta de respuesta ante el acercamiento humano. La temperatura corporal
superaba los 43°C. Los pingiiinos Adelia presentaban signologia nerviosa, temblores,
incoordinacién y opistétonos.

No se observaron ectopardsitos en ninguna carcasa. Dos gaviotas cocineras, 23 skuas y 45
pingiiinos Adelia presentaron las conjuntivas hiperémicas.

En los skuas se observé gran cantidad de secrecidon mucosa, de consistencia viscosa, en la
cavidad bucofaringea y en la traquea. Las superficies de los 6rganos de la cavidad celémica se

hallaron hiperémicas y hemorrdgicas. Se observd poliserositis y un exudado fibrinoso que



recubria la cédpsula hepdtica, los sacos peritoneales y los sacos aéreos. En el andlisis
histopatoldgico se observaron heteréfilos, macréfagos y linfocitos asociados a las membranas
serosas afectadas. El pericardio contenia abundante cantidad de fibrina y estaba fuertemente
adherido al esternén y al corazén (Figura 25). El andlisis histopatolégico revelé hemorragias
subepicardicas, pericarditis y epicarditis fibrinosa, con linfocitos y heterdfilos (Figura 26). En el
miocardio se observaron hemorragias e infiltracion de heter6filos en areas de necrosis focal
aguda. Los pulmones presentaban dreas neumonicas (Figura 27). En el anélisis histopatolégico se
observo edema, congestion y hemorragia perivascular con presencia de heterdfilos, macréfagos y
linfocitos. El bazo presentaba esplenomegalia con petequias y equimosis, y en el higado se
observé hemorragia y congestion. El estémago de las aves se encontraba vacio. Las lesiones
descriptas fueron compatibles con un cuadro subagudo de Cdlera Aviar.

Dos gaviotas cocineras presentaban las plumas de la cabeza en muy mal estado. Las
lesiones observadas fueron exudado y edema en los espacios aéreos de la cabeza, las que se
extendian desde los senos infraorbitarios hasta las regiones periorbital e intermandibular. Los
musculos de la cara y del crdneo se encontraban hemorragicos e hiperémicos (Figura 28). El
estomago de estas aves estaba vacio. No se encontraron lesiones o dreas anormales en el higado,
bazo, corazén, ni en ninguna viscera de la cavidad celémica. Las lesiones observadas fueron
compatibles con un cuadro crénico de Codlera Aviar. En la tercera gaviota hallada no se
encontraron lesiones compatibles con Cdélera Aviar, aunque se halld una masa aparentemente
tumoral en el espacio interdigital de la pata derecha.

En ninguno de los 46 pingiiinos Adelia analizados, se observaron lesiones en cavidad

bucofaringea, trdquea, pulmones, membranas serosas y pericardio.



El tracto digestivo de 45 pingiiinos Adelia presentaba hiperemia generalizada y evidentes
cambios vasculares (Figura 29). El estémago de cada una de las 45 aves contenia una cantidad
regular de krill. Las paredes del intestino se encontraban hiperémicas y la superficie serosa
presentaba hemorragias petequiales. Se observé hepatomegalia y esplenomegalia con petequias y
equimosis (Figura 30). En todos los pingiiinos muertos por Célera Aviar se observaron areas de
necrosis de 1 a 2 mm de didmetro, distribuidas en ambos 16bulos; el examen microscépico del
higado revel6 multiples dreas de necrosis coagulativa e infiltracion generalizada con predominio
de heterofilos. Si bien se observo hiperemia en la duramadre (Figura 31), no se encontraron
lesiones en el sistema nervioso. Las lesiones observadas fueron compatibles con un cuadro agudo
de Cdlera Aviar.

En una carcasa de pingiiino no se observaron lesiones compatibles con Cdlera Aviar. En
dicho ejemplar se diagnosticé Dermatitis Gangrenosa.

Sobre un total de 82 aves halladas en el verano 2001, 70 (85,4%) murieron por Cdlera
Aviar: 45 pingiiinos Adelia, 23 skuas y 2 gaviotas cocineras. En la Tabla 13 (a y b) se detalla la
especie, la edad y el sexo de las aves muertas entre noviembre del afio 2000 y febrero del afio
2001, como asi también la causa de la muerte de cada ejemplar y lugar en el que fue hallado.
4.3.2. Diagnostico patologico de las aves halladas muertas en la temporada reproductiva
2001-2002
Entre noviembre del afio 2001 y febrero del afio 2002, se encontraron 10 aves muertas: 5 skuas (4
machos y una hembra), 3 gaviotas cocineras (2 machos y una hembra) y 2 pingiiinos Adelia (un
macho y una hembra). Todas las carcasas fueron halladas en el centro de la pingiiinera.

En las aves halladas muertas durante este periodo no se observaron lesiones

macroscopicas compatibles con Cdlera Aviar, excepto en un skua que presentaba evidentes



cambios posmortem y que habria muerto durante la epizootia del verano 2000-2001. La carcasa
de otro skua presentaba fractura expuesta de radio y cubito, posiblemente ocasionada por
predadores. En el resto de las carcasas no se observaron lesiones.

En la Tabla 14 se detalla la especie, la edad y el sexo de las aves muertas entre noviembre
del afno 2001 y febrero del afio 2002, como asi también la causa de la muerte de cada ejemplar y
lugar en el que fue hallado.

4.3.3. Diagnoéstico patologico de las aves halladas muertas en la temporada reproductiva
2002-2003

Entre noviembre del afio 2002 y febrero del afio 2003, se hallaron 13 aves muertas: 7 pingiiinos
Adelia (3 machos y 4 de sexo no determinado), 2 skuas (un macho y uno de sexo no
determinado), una gaviota cocinera (sexo no determinado), 2 pingiiinos papua (un macho y una
hembra) y una paloma antértica (macho).

En las aves halladas muertas durante este periodo no se observaron lesiones compatibles
con Colera Aviar. Una paloma antdrtica, 2 pingiiinos Adelia y 2 pingiiinos papua presentaban
multiples lesiones traumaticas.

Los pingiiinos papua, ademds de los traumatismos, presentaban granulomas parasitarios
en el intestino de 0,5 a 1,5 cm de didmetro. El intestino presentaba enteritis catarral, la mucosa se
encontraba congestiva y las paredes estaban engrosadas. Los granulomas estaban tabicados y
contenian numerosas larvas de Cyclophyllideos.

No fue posible analizar las carcasas de un skua y de una gaviota cocinera debido a que

presentaban evidentes cambios posmortem. En el resto de las carcasas no se observaron lesiones.



En la Tabla 15 se detalla la especie, la edad y el sexo de las aves muertas entre noviembre
del afno 2002 y febrero del afio 2003, como asi también la causa de la muerte de cada ejemplar y
lugar en el que fue hallado.
4.4. DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO
4.4.1. Aislamiento de P. multocida

e Muestras de aves halladas muertas y cuerpos de agua dulce

Durante el brote de Cdlera Aviar ocurrido entre los meses de enero y febrero del afio 2001 se
aislaron 54 cepas de P. multocida:

a) 23 cepas fueron aisladas de 23 skuas que presentaban lesiones compatibles con un cuadro
subagudo de Colera Aviar, 18 cepas fueron aisladas de pulmén, 4 de cavidad
bucofaringea y una de higado.

b) 2 cepas fueron aisladas de la cavidad bucofaringea de 2 gaviotas cocineras que
presentaban lesiones compatibles con un cuadro crénico de Cdlera Aviar.

c) 28 cepas fueron aisladas de 28 pingiiinos Adelia que presentaban lesiones compatibles
con un cuadro agudo de Codlera Aviar, 27 cepas fueron aisladas de higado y una de
pulmén.

d) una cepa fue aislada del cuerpo de agua dulce 1.

No se aislé P. multocida en las aves muertas durante los veranos 2001-2002 y 2002-2003.
Tampoco se aislo P. multocida a partir de muestras de agua dulce durante el verano 2002-2003.

¢ Muestras de aves vivas sin manifestacion de enfermedad

No se aisld P. multocida en ninguna de las muestras de cavidad buco-faringea obtenidas de skuas,

pingiiinos Adelia y palomas antarticas sin sintomatologia de Cdélera Aviar durante los veranos



2000-2001 y 2002-2003.

4.4.2. Caracterizacion fenotipica de los aislamientos de P. multocida

La caracterizacién fenotipica de los 54 aislamientos de P. multocida provenientes de Bahia
Esperanza se basé en los siguientes resultados:

a) Micrométodo comercial API20E: P. multocida biocédigo 0140524.

b) Caracteristicas tintoriales, morfolégicas y bioquimicas: los 54 aislamientos presentaron
colonias pequeias de 2-3 mm de didmetro, opacas y adherentes al medio. Al microscopio éptico
presentaron morfologia de bacilos cortos gram negativos con coloracion bipolar. El resultado de
las pruebas bioquimicas fue el siguiente: oxidasa y catalasa positiva, indol positivo y nitrato
positivo. Ausencia de crecimiento en agar MacConkey y en caldo para la deteccién de ornitina
decarboxilasa. Hemolisis y urea negativas. Fermentacién de glucosa, manitol, arabinosa, sorbitol,
dulcitol, manosa y sacarosa. Lactosa, trehalosa, maltosa y xilosa negativas. Los 54 aislamientos
provenientes de Bahia Esperanza fueron identificados como P. m. gallicida (Tabla 16). La
clasificacion taxondémica de las mismas se corroboré mediante la secuenciacién del gen 16S
ARNIr.

¢) Tipo capsular: todos los aislamientos provenientes de Bahia Esperanza presentaron tipo
capsular A, ya que se obtuvo un fragmento de 1044 pb correspondiente a un segmento del gen
hya cuyo producto estd involucrado en la sintesis capsular.

d) Serotipo somdtico: todos los aislamientos provenientes de Bahia Esperanza presentaron
serotipo somadtico 1 (Tabla 16).

4.4.3. Susceptibilidad de las cepas de P. multocida a diferentes antimicrobianos

Las 54 cepas de P. multocida subespecie gallicida, tipo capsular A y serotipo somatico 1,

aisladas en Bahia Esperanza, fueron sensibles a ampicilina (< 0.5 pg/ml), cefalotina (< 0.5



pug/ml), ceftiofur sédico (< 0.25 pg/ml), enrofloxacina (< 0.06 ug/ml), estreptomicina (entre 4 y
16 pg/ml), florfenicol (£ 0.5 pg/ml), gentamicina (< 1 pg/ml), tetraciclina (< 0.5 pg/ml), y
tiamulina (8 pg/ml). Los resultados obtenidos con los macrélidos aivlosin (128 pg/ml) y tilosina
(entre 16 y 32 pug/ml) no pudieron ser interpretados ya que no existen puntos de corte para dichos
antibidticos.

En la Tabla 17 (a y b) se detallan los resultados obtenidos al determinar la concentracion
inhibitoria minima de los antimicrobianos probados con cada una de las cepas aisladas en la
Antértida.

4.4.4. Subtipificacion molecular de las cepas de P. multocida aisladas en Bahia Esperanza
Las 54 cepas de P. m. gallicida tipo A:1 aisladas durante el brote de Célera Aviar del afio 2001
en Bahia Esperanza fueron indistinguibles por ERIC-PCR y correspondieron a un tnico patrdn, el
cual present6 11 bandas bien definidas, entre 0,2 y 1,2 kb (Figura 32).

Las mismas 54 cepas fueron idénticas por PFGE. Al ser analizadas por Apal-PFGE
presentaron un patrén indistinguible de 14 bandas bien definidas, entre 40 y 400 kb (Figura 33).
Estos resultados fueron confirmados por Smal-PFGE, ya que mediante esta técnica se observé un
patrén tnico con 18 bandas bien definidas, entre 20 y 200 kb (Figura 34).
4.4.5. Cepas de P. multocida de diferente origen
Las 3 cepas de P. multocida aisladas en la Antartida durante el afio 2000, fueron identificadas
como P. m. gallicida tipo A:1 (Tabla 16) y fueron sensibles a todos los antimicrobianos utilizados
(Tabla 17a).

Las cepas de referencia correspondientes a los serotipos 1 a 16, fueron caracterizadas

como P. m. multocida (n:12), P. m. septica (n:2) y P. m. gallicida (n:2), cuyos grupos capsulares



fueron A (n:11), D (n:1), B (n:1) y NT (n:3) (Tabla 18). Las cepas S11, S15 y S10 presentaron
resistencia a tiamulina (Tabla 19).

Las cepas aisladas de gallinas reproductoras fueron caracterizadas como P. m. multocida
(n:7), P. m. gallicida (n:3) y P. m. septica (n:1) y presentaron los siguientes tipos, A:1 (n:4), A:3
(n:3), A:3xw4 (n:1), A:12 (n:1), NT:2x5 (n:1) y A:NT (n:1) (Tabla 20). La cepa originaria de
Uruguay presento resistencia a enrofloxacina (Tabla 21).

Las cepas aisladas de cerdos fueron caracterizadas como P. m. multocida (n:10) y
tipificadas como A:3 (n:4), D:3x5 (n:4), D:3 (n:1) y A:4 (n:1) (Tabla 22). Nueve cepas fueron
resistentes a tiamulina y 2 a estreptomicina (Tabla 21).

Sobre un total de 41 cepas de P. multocida analizadas, se detectaron 24 patrones ERIC-
PCR, los que fueron identificados desde la letra A hasta la letra X. Los patrones obtenidos por
ERIC-PCR presentaron entre 10 y 14 bandas en un rango comprendido entre 0,2 y 1,2 kb y
fueron agrupados en 5 grupos clonales o clusters (i-v).

Las cepas aisladas en la Antartida durante el afio 2000 presentaron el mismo perfil
molecular por ERIC-PCR que las cepas aisladas en Bahia Esperanza durante la temporada
reproductiva 2000-2001.

En el cluster i agruparon 11 patrones (A-K) correspondientes a 27 cepas. Los patrones A,
B, C, y D correspondieron a las cepas S3, S4, C8, y S2, respectivamente, y tuvieron un 93,7% de
similitud. El patrén E representd a 2 cepas aisladas de gallinas reproductoras (004, 010) y el
patrén F a una cepa (005). Entre los patrones E y F hubo un 95,6% de similitud. El patrén G
correspondié a 12 cepas, 9 de cerdos (Cl1, C2, C3, C4, C5, C6, C7, C9, C10), 2 de gallinas
reproductoras (002, 003) y una cepa de referencia (S12). Entre los patrones E y F, y el patréon G

se observé un 93,5% de similitud. Los patrones H e I presentaron un 95,2% de similitud y



representaron a las cepas de referencia S10 y S11. Los patrones J y K representaron a 6 cepas de
P. m. gallicida tipo A. El patrén J correspondid a las cepas antdrticas y presentd una similitud del
95,5% con el patréon K (S1, S14, 011). Los patrones J y K se diferenciaron en una banda de 0,3
kb.

En el cluster ii agruparon 5 patrones correspondientes a 6 cepas de P. multocida, con un
89,6% de similitud. Los patrones L y M tuvieron una similitud del 96% y correspondieron a 2
cepas de gallinas reproductoras (B-82 y 005). Las cepas de referencia S6 y S7 fueron
indistinguibles por ERIC-PCR vy presentaron el mismo patrén de restriccion N, el cual tuvo una
similitud del 96,8% con el patrén O, correspondiente a la cepa ATCC 51689. En el mismo cluster
agrup6 el patrén P, correspondiente a la cepa de referencia S15, el cual presentd una similitud del
89,6% con el resto de los patrones de este cluster.

En el cluster iii agruparon 3 cepas de P. m. septica con un 87,5% de similitud. Los
patrones Q, R y S, correspondientes a las cepas S13, S8 y 013, respectivamente.

En el cluster iv, con una similitud del 88,3%, agruparon los patrones T, U y V,
correspondientes a las cepas 001, S9 y S16, respectivamente. En el cluster v agruparon 2 cepas de
P. m. multocida con una similitud del 90%. En la Figura 35 se presenta el dendrograma
confeccionado a partir de los resultados obtenidos por ERIC-PCR.

Sobre un total de 40 cepas de P. multocida analizadas, se detectaron 32 patrones Apal-
PFGE, los que fueron identificados del 1 al 32. La cepa de referencia P. m. gallicida ATCC
51689 no se incluyd en el andlisis por Apal-PFGE porque el ADN se degradé en 3 ocasiones,
inclusive al adicionar tiourea al buffer de corrida.

Los patrones de restriccion obtenidos por Apal-PFGE presentaron entre 7 y 15 bandas

bien definidas, de 34 a 450 kb. Al analizarlos fue posible observar 9 clusters, identificados del I



al IX. A pesar de la diversidad genética observada, los patrones de restriccion 9, 14, 16 y 17, se
detectaron con mayor frecuencia, agrupando 3, 2, 3 y 4 cepas, respectivamente.

Las 2 cepas aisladas en Bahia Esperanza en febrero del afio 2000 y la cepa aislada de un
petrel gigante del sur en Peninsula Potter presentaron el mismo patréon Apal- y Smal-PFGE que
las cepas aisladas durante la temporada 2000-2001 en Bahia Esperanza.

En el cluster V agruparon los patrones Apal-PFGE 14, 15 y 16 correspondientes a P. m.
gallicida tipo A. El patrén 16, obtenido con las cepas antarticas, presentd una similitud del 82,3%
con los patrones 14 y 15 obtenidos con las cepas de referencia S1 y S14, respectivamente. La
cepa 011 aislada de una gallina reproductora en el afio 1983 en la localidad de Zarate, Provincia
de Buenos Aires, fue indistinguible por Apal-PFGE de la cepa de referencia S1. El patrén 16
obtenido con las cepas antarticas se diferencié del patrén 14 en 4 bandas de 34, 36, 150 y 330 kb
y del patrén 15 en 4 bandas de 34, 36, 150 y 210 kb.

Las 16 cepas de referencia presentaron 16 patrones polimérficos por Apal-PFGE. Los
patrones 6 y 7 agruparon en el cluster II con un 90% de similitud y correspondieron a las cepas de
P. m. multocida S6 y S7, respectivamente. Los patrones 31 y 32 agruparon en el cluster IX con
un 87.5% de similitud y correspondieron a las cepas de P. m. septica S8 y S13, respectivamente.

Las cepas aisladas de gallinas reproductoras presentaron una gran diversidad genética y
solamente agruparon en clusters los patrones 3, 5, 14, 22 y 23. Los patrones 3 (002) y 5 (003)
presentaron un 81,8% de similitud y agruparon en el cluster I, junto con el patrén 4 (S3). Los 3
patrones correspondieron a cepas de P. m. multocida A:3. El patron 3 presentd una similitud del
88,9% con el patrén 4, del cual se diferencié por 3 bandas de 200, 250 y 450 kb. El cluster VII
estuvo conformado por los patrones 22 y 23, correspondientes a 2 cepas de P. m. multocida tipo

A aisladas de gallinas reproductoras (004, 006), las cuales tuvieron un 81,5% de similitud.



Las cepas aisladas de cerdos presentaron menor diversidad genética por Apal-PFGE que
las cepas aisladas de gallinas reproductoras y agruparon en 3 clusters: III, IV y VI. En el cluster
IIT agruparon los patrones 9, 10 y 11 con un 81,8% de similitud. El patrén 9 estuvo representado
por 3 cepas clonales de P. m. multocida tipo D:3x5 (C1, C5, C9), el patrén 10 por una cepa de P.
m. multocida tipo D:5 (C7) y el patrén 11 correspondié a la cepa S11 de P. m. multocida tipo
D:11 originaria de cerdo. Este cluster tuvo un 79,6% de similitud con el cluster IV, en el cual
agruparon los patrones 12 y 13, correspondientes a 2 cepas de P. m. multocida tipo D (C4 y S15).
En el cluster VI 'y con 85,2% de similitud, agruparon 3 patrones correspondientes a 6 cepas de P.
m. multocida tipo A. El patrén de restriccion 17 estuvo representado por 4 cepas clonales de P. m.
multocida A:3 (C2, C3, C6, C10), las cuales presentaron 92,5% y 85,2% de similitud con los
patrones 18 (S12) y 19 (S10), respectivamente.

Los patrones 1, 2, 8, 20, 21, 26, 27, 28, 29 y 30, correspondieron a las cepas de P.
multocida 009, 010, 005, S5, S2, 013, C8, 001 y B-82, respectivamente, y tuvieron menos del
80% de similitud por Apal-PFGE.

En la Figura 36 se presenta el dendrograma confeccionado a partir de los resultados
obtenidos por Apal-PFGE.

A partir del niimero de patrones obtenidos con las 41 cepas de P. multocida se determind
el poder discriminatorio de las 2 técnicas de subtipificacion molecular utilizadas y se demostré
que el indice de discriminacién obtenido con Apal-PFGE (D=0,98) fue superior al obtenido con
ERIC-PCR (D=0,90).

4.5. DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO DIFERENCIAL DE COLERA AVIAR

4.5.1. Analisis Bacteriolégico



No se aisl6 Avibacterium paragallinarum a partir de muestras de cavidad buco-faringea, higado,
pulmon, bazo y corazén de las aves halladas muertas.

No se aislé6 Mycoplasma spp., ni se detectd6 Chlamydophila psittaci a partir de las
muestras de traquea y pulmoén de los skuas que presentaron lesiones en el tracto respiratorio.
4.5.1.2. Identificacion de Escherichia coli
En enero y febrero del afo 2001 se aislaron e identificaron 25 cepas de E. coli de las aves
muertas por Colera Aviar, 23 de ellas se aislaron de skuas, 13 de cavidad buco-faringea, 3 de
higado, 4 de pulmén y 3 de bazo; 2 cepas de E. coli se aislaron de pingiiino Adelia, una de
pulmén y otra de higado. Dos cepas de E. coli aisladas de cavidad buco-faringea de skuas
presentaron factores de virulencia y fueron caracterizadas como E. coli enteropatégeno (EPEC).
En el resto de las cepas no se detectaron los factores de virulencia buscados.
4.5.1.3. Identificacion de bacterias productoras de hidrégeno sulfurado
Se aislé 1 cepa de Edwardsiella tarda a partir del contenido intestinal de 1 skua muerto por
Colera Aviar entre enero y febrero del ano 2001. En ninguna de las muestras analizadas se aisl6
Salmonella spp.

4.5.2. Analisis micologico

No se observaron estructuras fungicas al realizar la observacion directa de improntas de los
organos sospechosos al microscopio 6ptico. En ninguna de las muestras analizadas a partir de
aves con lesiones en el tracto respiratorio se aislé Aspergillus spp. Sin embargo, se aisld
Thelebolus microsporus de la traquea de un skua.

4.5.3. Analisis virolégico

Las muestras de pulmén e hisopados cloacales de las aves halladas muertas en el brote de Cdlera

Aviar del verano 2000-2001, fueron negativas para Bronquitis Infecciosa, Laringotraqueitis,



Influenza y Enfermedad de Newcastle. No se observé efecto citopatico en ninguno de los pasajes
realizados en cultivos celulares, ni se observaron lesiones en los huevos embrionados de gallina.
No se observé hemoaglutinacién al analizar el liquido alantoideo cosechado de cada pasaje en
huevo embrionado, ni al analizar el sobrenadante de cada pasaje en cultivo de células.

Los resultados obtenidos mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta para la

deteccion del virus Influenza tipo A fueron negativos.

4.6. PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION
Durante las temporadas reproductivas 2000-2001, 2001-2002 y 2002-2003, la tasa de mortalidad
general en las poblaciones de aves voladoras de Bahia Esperanza tuvo una media global de 4,9%.
La poblacién de skuas fue la més afectada, con una mortalidad promedio del 12,3%. La
mortalidad especifica mds alta en esta poblacién de aves se observé durante la temporada
reproductiva 2000-2001. En la poblacién de gaviotas cocineras la mortalidad promedio fue de
1,7% vy la mortalidad especifica mds alta se observé durante la temporada 2000-2001. La
poblacién de paloma antartica presentd la tasa de mortalidad promedio mds baja con una media
de 0,8% y la mortalidad especifica mas alta se observé durante la temporada reproductiva 2002-
2003 (Tabla 23).

Entre las aves nadadoras, la poblacién de pingiiinos papua presenté una mortalidad
promedio de 0,14%. En la temporada 2000-2001 la mortalidad fue de 0,14%, en la temporada
2001-2002 no se encontraron pingiiinos papua muertos y durante la temporada reproductiva

2002-2003 la mortalidad fue de 0,3%.



La mortalidad promedio en pingiiinos Adelia fue de 5,3 cada 100.000 aves y la mayor
mortalidad especifica se observé durante la temporada 2000-2001 (13,7%0000). En las temporadas
2001-2002 y 2002-2003 la mortalidad especifica fue de 0,5 %oo00 ¥ 1,8 */o000, respectivamente.

Para analizar la mortalidad de aves en cada una de las 3 temporadas reproductivas
estudiadas, se clasificaron los datos en una temporada temprana y en una temporada tardia,
considerando como limite entre ambas el dia 31 de diciembre (Tabla 24).

Al analizar la mortalidad de aves voladoras, se observo que en la temporada tardia 2000-
2001 la mortalidad promedio fue mayor (16%) y que los skuas fueron las aves mas afectadas
(30,6%). La elevada mortalidad de skuas observada durante la temporada tardia 2000-2001 y la
baja mortalidad de estas aves durante las temporadas 2001-2002 (1,8%) y 2002-2003 (0%)
comprueba que la mortalidad de skuas durante la temporada tardia 2000-2001 fue debido a una
causa determinada. Mediante el diagndstico microbioldgico se determiné que esta causa fue
Colera Aviar. No se observaron muertes de paloma antartica durante las 3 temporadas tardias
analizadas.

La mortalidad de pingiiinos Adelia fue mayor durante la temporada tardia 2000-2001
(12,10/0000) que durante la temporada temprana (1,30/0000), coincidiendo con la presentacion de
Coélera Aviar. Sin embargo, en la poblacion de pingiiinos Adelia el impacto de esta enfermedad
no fue tan importante como en la poblacién de skuas. La mortalidad promedio de pingiiinos
Adelia en las temporadas tempranas y tardias 2001-2002 y 2002-2003 fue de 0,8 O/oooo y 0,2 O/oooo,
respectivamente. No se observaron muertes de pingiiinos papua durante las 3 temporadas
tempranas analizadas, ni en la temporada tardia 2001-2002. En las temporadas tardias 2000-2001

y 2002-2003 la mortalidad de pingiiinos papua fue de 0,2% y 0,4%, respectivamente. En la



Figura 37 se presentan las aves muertas en las temporadas reproductivas 2000-2001, 2001-2002 y
2002-2003.

Los datos obtenidos entre noviembre del aino 2000 y febrero del afio 2001 fueron
categorizados segun la causa de muerte (Cdlera Aviar y otras causas) y la temporada reproductiva
(temprana y tardia). Entre los grupos analizados se observd que la mortalidad de aves en la
temporada tardia fue superior a la observada en la temporada temprana. En la Figura 38 se
presentan las aves muertas por Célera Aviar y debido a otras causas en la temporada reproductiva
2000-2001.

El brote de Cdlera Aviar en el afo 2001 presentd una curva temporal epizodtica
prolongada a corto plazo, que se inicié el dia 10 de enero y finaliz6 el dia 20 de febrero. La
mayor cantidad de aves muertas se observé el dia 28 de enero (Figura 39). Sin embargo, se
observaron diferencias al comparar las curvas epizodticas de cada especie afectada (Figura 40).

Entre enero y febrero del afio 2001 solamente murieron 2 gaviotas cocineras por Célera
Aviar. El primer ejemplar fue hallado el dia 10 de enero y marcé el inicio del brote de Cdlera
Aviar y el segundo fue hallado el dia 31 de enero.

Al analizar el periodo en el que se hallaron muertos los skuas, se observé una curva
temporal epizodtica de tipo propagativo, que comenzé el dia 17 de enero y finaliz6 el dia 20 de
febrero. En los pingiiinos la situacion fue diferente, la mortandad comenzé el 22 de enero, la
mayor cantidad de carcasas se registré el dia 28 de enero y el 6 de febrero se encontr6 el dltimo
pingiiino muerto. Esta distribucién se asemeja a una curva temporal epizodtica de tipo puntual.

Al observar la suavizacién de tendencia discriminada por especie afectada, se pudo

determinar que las curvas coincidieron con el tiempo de evolucion en las distintas especies, ya



que en las gaviotas cocineras el cuadro fue crénico, en skuas subagudo y en pingiiinos agudo
(Figura 41).

La poblacién de skuas fue la mds afectada por Cdélera Aviar y presentd una tasa de
mortalidad de 30,6%. La poblaciones de gaviota cocinera y pingiiino Adelia presentaron una tasa
de mortalidad por Célera Aviar de 0,9% y 0,01%, respectivamente.

Para completar la descripciéon del brote de Codlera Aviar en Bahia Esperanza, se
clasificaron los datos recolectados de las aves muertas segtn el sexo, la edad, la fecha de arribo y
el sitio de asentamiento.

Entre los skuas muertos por Colera Aviar se observaron 16 hembras y 7 machos. Sin
embargo, las diferencias estadisticas no fueron significativas (X*=3,52 G =1 p > 0,05). Entre
la poblacién de pingiiinos Adelia muertos por esta enfermedad se observaron 21 hembras y 24
machos, y no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (X*=0,2 G=1 p >
0,05).

Al clasificar los ejemplares muertos segun la edad se observé que todas las aves voladoras
afectadas por Colera Aviar fueron adultos no reproductivos (Nr). En la poblacién de pingiiinos
Adelia la mortalidad fue mayor en adultos reproductivos (n:40) que en pichones (n:5),
observédndose diferencias estadisticamente significativas (X*=272 G=1 p < 0,05).

Las poblaciones de aves fueron clasificadas en estables y esporddicas, segin la fecha en
que arribaron a Bahia Esperanza, considerando como limite entre ambas el dia 31 de diciembre.
Entre las poblaciones de aves estables se incluyeron los pingiiinos Adelia (124.000 parejas), los
skuas (n:75) y la poblacion de gaviotas cocineras que arribé a Bahia Esperanza antes del 31 de
diciembre del afio 2000 (n:106). Se consideré como poblacion de aves esporddicas a las gaviotas

cocineras no reproductivas que arribaron a Bahia Esperanza a partir del 1 de enero del afio 2001



(n:107). La poblacién de aves estables fue la més afectada por la enfermedad; sobre un total de
70 aves muertas por P. multocida, 68 fueron estables (97%) y solo 2 fueron esporadicas.

Las poblaciones de aves voladoras fueron clasificadas segin su exposicion a los cuerpos
de agua dulce 1 y 2, y se observd que el 96% de las aves muertas por Célera Aviar fueron
halladas en los mencionados cuerpos de agua.

En el presente estudio se propusieron diferentes variables climdticas como posibles
factores conducentes a una epizootia de Célera Aviar en Bahia Esperanza. Se utilizé el test de
correlaciéon de Spearman para poner a prueba la existencia de correlacién entre las variables
climéticas (temperatura, lluvia, nieve y viento) y el nimero de aves muertas entre enero y febrero
de los afios 2001, 2002 y 2003. No se encontrd una asociacion estadisticamente significativa (p >
0,05) (Tabla 25). Se concluye que las variables climéticas analizadas no tuvieron relacién con la
presentacion de Coélera Aviar en Bahia Esperanza durante el verano 2001. Se compararon los
valores de las variables climédticas obtenidos en los meses de enero y febrero de los afios 2001,
2002 y 2003 mediante el test de Kruskal Wallis y no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas (p > 0,05).



S. DISCUSION

La posibilidad de introduccién de enfermedades al Continente Antértico fue un tema reconocido
desde la firma del Tratado Antéartico (www.opanal/NWFEFZ/Antartico/antartico_sp.pdf) y fue
considerado en el “1° Encuentro del Grupo de Trabajo de Biologia del Comité Cientifico para la
Investigacion Antartica (SCAR)” en 1962 (Kerry et al., 1999). Si bien en el Protocolo de Madrid
(www.conama.cl/portal/1255/fo-article-26075.pdf) se sugirieron algunas medidas preventivas, el
problema no recibié la debida atencion. Hasta el presente no se realiz6 ningun trabajo que aporte
la informacién necesaria para diseflar un modelo epidemioldgico, sin el cual no es posible
proponer e implementar procedimientos practicos para evitar la introduccién de enfermedades al
Continente Antértico.

La mayoria de los trabajos sobre mortalidades de aves antdrticas no fueron mdas que
simples descripciones de sucesos reconocidos en forma casual, sin un andlisis exhaustivo para
determinar el origen y la transmision del agente etioldgico. Incluyendo los resultados obtenidos
en el presente trabajo, solo se describieron 12 mortalidades de aves en la Antéartida e Islas
Subantérticas, de las cuales 5 se produjeron en Bahia Esperanza. Es interesante destacar que entre
estos 12 episodios, 5 fueron causados por Coélera Aviar y en 6 no se determind la causa. El primer
caso de Colera Aviar en la Antédrtida fue descripto en skuas de la Isla Litchfield, Peninsula
Antértica (Parmelee et al., 1979). En el segundo episodio se vincul6 la muerte de pingiiinos
rockhopper con P. multocida tipo A:1 en la Isla Campbell, Subantértida (de Lisle et al., 1990).
Durante el afio 2000 se registré un brote de Colera Aviar en Bahia Esperanza y se hall6 un petrel

gigante del sur muerto por esta enfermedad en la Isla 25 de Mayo, Shetland del Sur (Leotta et al.,



2003). El dltimo brote de Cdlera Aviar que afecté a las aves que nidifican en Bahia Esperanza se
describi6 detalladamente en el presente trabajo.

En base a los resultados expuestos se sugiere que Colera Aviar es la enfermedad
infecciosa que mayor impacto provocé en las poblaciones de aves antarticas. Debido a que en la
Antartida nunca se realizo el estudio sistemédtico de una enfermedad infecciosa que afecte a las
aves, fue necesario considerar la experiencia adquirida en distintos lugares del mundo para el
disefio de un modelo epizootioldgico de Colera Aviar.

Segin Botzler (1991), el problema mds importante que condiciona el desarrollo de un
modelo viable para el estudio de Cdélera Aviar en aves silvestres no es la ausencia de informacién
sino la carencia de veracidad que presenta esta informacion. Wobeser (1992) reforzé este
concepto y sugirié que existen varios factores que pueden contribuir a la ocurrencia de una
epizootia de Colera Aviar. Ademads, consideré que en lugar de un simple modelo para explicar la
ocurrencia de la enfermedad se puede proponer una gran variedad de modelos que involucren
varias combinaciones de factores.

En 1976 Evans propuso 10 postulados para estudios epidemioldgicos y destacé que la
asociacion entre un factor causal hipotético y la enfermedad debe ser estadisticamente
significativa, como asi también, que la reduccién légica de comprobacién requiere que el
mecanismo de induccién de una enfermedad por parte de una causa, debe ser explicado mediante
la descripcién de la cadena de sucesos, desde la causa al efecto, inclusive a nivel molecular
(Thrusfield, 1990).

Sin embargo, hasta el presente no se realiz6 ningtn trabajo epizootioldgico para el estudio
de Coélera Aviar en poblaciones de aves silvestres que demuestre la cadena de sucesos durante un

brote de esta enfermedad. En los primeros estudios sobre brotes de Codlera Aviar en aves



silvestres se describié con detalle el periodo y la duracién de los brotes, como asi también las
areas enzodticas, las especies afectadas y el impacto de la enfermedad en las poblaciones
estudiadas (Botzler, 1991). Sin embargo, no se determiné el origen de la enfermedad debido a
que no se aislé P. multocida de aves sanas ni del ambiente. Inclusive son muy pocos los trabajos
en los que se analizaron los aislamientos obtenidos de las aves afectadas mediante técnicas de
epidemiologia molecular. En Canadd y Dinamarca se intenté determinar el origen, el reservorio y
la transmision de P. multocida en algunas poblaciones de aves silvestres y domésticas (Samuel et
al., 1997; 1999; Pedersen et al., 2003). Se demostr6 el periodo y la duracién de los brotes, las
areas enzodticas, las especies afectadas y el impacto de la enfermedad, pero en ninguno de los
trabajos se pudo demostrar el origen, ni el reservorio de P. multocida.

Durante los veranos 2000 y 2001 en Bahia Esperanza se diagnosticé Célera Aviar como la
causa primaria de la muerte de las aves. El aislamiento de P. m. gallicida tipo A:1 de las carcasas
reforzo el diagndstico patoldgico y el hecho de que todas las cepas hayan presentado el mismo
perfil molecular por 2 técnicas de subtipificacion (ERIC-PCR, y PFGE con 2 enzimas de
restriccién) permitié confirmar que los brotes de Coélera Aviar estudiados tuvieron un origen
comuin. Ademds, se obtuvieron resultados que permiten sugerir que el origen de la enfermedad
fueron las gaviotas cocineras no reproductivas y se demostré que una charca de agua dulce fue la
fuente de infeccion de la enfermedad.

La exposicion de un ave susceptible a una fuente de infeccion es el punto de partida para
la relacion entre el huésped y el hospedador. No se produce un brote de Célera Aviar sin la previa
exposicion de un ave susceptible a P. multocida. Sin embargo, la probabilidad de exposicién
depende de la cantidad de bacterias y de la cantidad de aves susceptibles. La probabilidad de

infeccion esta relacionada con la puerta de entrada, la duracién de la exposicién y la virulencia



del microorganismo. Se considera que Cdlera Aviar es una enfermedad con elevada tasa de
mortalidad, aunque en aves silvestres se desconoce la proporcién de ejemplares enfermos que se
recuperan. Por lo tanto, la probabilidad de exposicidn, enfermedad, muerte o recuperacioén de un
ave silvestre infectada por P. multocida, es el resultado de la interaccion de varios factores, como
por ejemplo la resistencia del agente etiol6gico al medio ambiente y la susceptibilidad de las aves
afectadas (Wobeser, 1992).

Para simplificar el andlisis del estudio epizootioldgico de Coélera Aviar en Bahia
Esperanza se adopt6 el modelo de la triada epidemiolégica. Este modelo involucra el anélisis de
las caracteristicas referentes al hospedador, al agente y al medio ambiente, como asi también, la
relacion entre ellos. Ademds, se considera que esta relacion determina la apariciéon de la
enfermedad en el tiempo y el espacio.

5.1. AMBIENTE

Se considera territorio nosogénico a un area que presenta las condiciones poblacionales,
ecoldgicas y ambientales adecuadas para mantener una enfermedad y nosodrea al territorio en el
que se presenta una enfermedad en particular (Thrusfield, 1990). Por lo tanto y teniendo en
cuenta los resultados del presente estudio se considera que Bahia Esperanza es una nosodrea en la
cual se presentd Coélera Aviar durante 2 temporadas reproductivas.

Colera Aviar es una enfermedad cuya presentacion fue descripta en aves silvestres de
todos los Continentes (Botzler, 1991), inclusive en la Antartida (Leotta et al., 2003). La mayoria
de las epizootias estuvieron delimitadas geograficamente (Price y Brand, 1984; Samuel et al.,
1999; Pedersen et al., 2003) y asociadas con ambientes acudticos, como pantanos, dreas de tierras

bajas y ecosistemas marinos (Hazlewood et al., 1978; de Lisle et al., 1990; Samuel et al., 1997).



Las epizootias de esta enfermedad fueron descriptas en épocas del afio definidas, como
verano, invierno y primavera, aunque no significa que la distribucion de los casos sea estacional,
ya que no existen estudios sistematicos de las mortalidades de aves durante sus rutas migratorias.

Las primeras epizootias de Codlera Aviar descriptas en Norteamérica ocurrieron en
invierno (Rosen, 1971; Samuel et al., 1999), aunque en diferentes areas de nidificacién la mayor
mortalidad de aves se observd durante el verano (Gershman et al., 1964; Reed y Cousineau,
1967; Korschgen et al., 1978). Varias especies de aves acudticas que nidifican en Africa y
Sudamérica también murieron por Cdlera Aviar durante los meses de verano (Suarez e Ilazabal,
1941; Hudson, 1959). Sin embargo en Nebraska la mortalidad de aves silvestres causada por esta
enfermedad comenzé en primavera (Zinkl et al., 1977; Windingstand et al., 1988). En Bahia
Esperanza los brotes de Codlera Aviar sucedieron en verano, coincidiendo con la temporada
reproductiva de las aves, aunque no se determiné si estas aves padecieron la enfermedad en sus
rutas migratorias.

5.1.1. Agua

Cuando una epizootia de Cdélera Aviar comienza se produce una gran contaminacién del medio
ambiente, especialmente de los cuerpos de agua dulce, permitiendo la transmisién de P.
multocida entre las aves. Para comprender mejor la importancia de esta enfermedad en areas
epizodticas, varios autores investigaron la calidad del agua y la sobrevida de la bacteria en aguas
enzodticas. Windingstad et al. (1988) comprobaron que la concentracién de calcio, magnesio,
cloro, sulfato y sodio fueron diferentes entre 2 4reas geogrificas de Nebraska, una considerada
enzodtica y otra no. Botzler (1991) para explicar la ausencia de Cdlera Aviar en Centerville a

partir de 1979, sugiri6 que la calidad del agua en la zona se modificé naturalmente.



En estudios experimentales se demostrd que P. multocida puede sobrevivir durante largos
periodos en agua y sedimento (Price y Brand, 1984; Backstrand y Botzler, 1986). Bredy y Botzler
(1989) demostraron que P. multocida puede sobrevivir en agua durante un afio bajo condiciones
especificas, para ello evaluaron 6 caracteristicas fisico-quimicas del agua y comprobaron que la
temperatura a 18-20°C, la adicién de proteinas, y la adiciéon de 0,5% de cloruro de sodio,
favorecieron la sobrevida de la bacteria. En contraste, la variacién del pH, el contenido de arcilla
y el nivel de sacarosa no modificaron la sobrevida de P. multocida.

Asimismo se realizaron diferentes estudios microbioldgicos con muestras de agua
colectada durante brotes de Cdélera Aviar. En Dinamarca, se intent6 aislar P. multocida de agua
salada y de sedimento luego de un brote en 1996, y durante un brote en el afio 2001, sin embargo
los resultados fueron negativos (Pedersen et al., 2003). En Norteamérica, Rosen (1969) logr6
aislar cepas de P. multocida de los cuerpos de agua dulce en los que murieron 100 gansos de
nieve; y Backstrand y Botzler (1986) aislaron P. multocida de muestras de agua en sitios
enzodticos de California. Titche (1979) demostré que una cepa de P. multocida conservo la
viabilidad en agua salina durante 6 dias y en aguas pantanosas adyacentes a la carcasa de un pato
muerto por Coélera Aviar durante 30 dias. Titche (1979) concluy6 que la sobrevida de la bacteria
es mayor en agua contaminada con carcasas de aves muertas. Sin embargo, no se conoce el
tiempo que puede sobrevivir P. multocida en el agua de un sitio enzodtico en condiciones
naturales.

Si bien se estudiaron aislamientos de P. multocida provenientes de muestras ambientales
colectadas durante varios brotes de Célera Aviar en Norteamérica (Rosen, 1969; Backstrand y
Botzler, 1986; Botzler, 1991), hasta el presente no se realizaron estudios epidemioldgicos que

incluyan el andlisis molecular de estas cepas (Samuel et al., 1999).



La vigilancia epizootioldgica de Colera Aviar realizada en Bahia Esperanza durante 3
veranos consecutivos, en la cual se incluyé el anélisis de los cuerpos de agua dulce, es la primera
realizada en la Antdrtida. Inclusive, el presente trabajo es el primero en el que se aislo,
caracteriz6 y subtipificé una cepa de P. multocida aislada de agua ambiental durante un brote de
Colera Aviar. Mediante la utilizacion de técnicas de subtipificacién molecular se demostré que
las cepas aisladas de las aves muertas por Cdlera Aviar y la cepa aislada de una charca fueron
indistinguibles y pertenecieron a un mismo clon de P. multocida. Ademads, se demostré que el
agua de los charcos en torno a los que se asentaron las aves durante el verano 2000-2001
presentaron el pH y la salinidad 6ptima para permitir la sobrevida de P. multocida (Bredy y
Botzler, 1989). Durante la temporada 2000-2001 no se pudo evaluar la sobrevida de la bacteria en
el agua al finalizar el brote de Cdlera Aviar. Sin embargo, en las temporadas posteriores no se
aislé P. multocida de los cuerpos de agua dulce, ni se observaron aves muertas por Célera Aviar.
5.1.2. Variables climaticas
Las variables climdticas como temperatura ambiental, lluvia y nieve, fueron propuestas como
posibles factores que predisponen la presentaciéon de Cdlera Aviar. En animales domésticos se
demostré que la baja temperatura produce hipotermia, y que el estrés por frio predispone a los
animales a padecer enfermedades (Thrusfield, 1990). Respecto a la fauna silvestre, Botzler
(1991) considera que la temperatura ambiental podria aumentar la susceptibilidad de las aves
silvestres al Cdlera Aviar, ya que en Nebraska se produjeron 2 epizootias luego de varios dias de
tormenta y temperaturas muy bajas (Windingstad et al., 1988). Sin embargo, en el presente
trabajo se demostré que en los meses de enero y febrero del afio 2001 no hubo una correlacién

estadisticamente significativa entre la temperatura ambiental y la mortalidad de aves por Cdlera



Aviar. Por lo tanto, se concluye que la temperatura ambiental no predispuso a las aves de Bahia
Esperanza para contraer la enfermedad.

En algunos trabajos se propone la asociacion entre las precipitaciones y el Célera Aviar,
aunque no se presentan datos que la comprueben (Rosen y Bischoff, 1949). En el Norte de
California, las epizootias de esta enfermedad fueron descriptas al inicio de la estacién de lluvia,
por lo cual se relaciond la severidad y la dispersion de la enfermedad con las precipitaciones
(Rosen y Bischoff, 1950). Sin embargo, en temporadas sin lluvia se observé un aumento de las
poblaciones de aves y se sugirié que esta alta densidad poblacional contribuyé con la epizootia
registrada en California durante 1970-1971 (Rosen, 1972). En Bahia Esperanza se realizé un
estudio observacional prospectivo para determinar la correlacion de las precipitaciones (nieve y
lluvia) con la mortalidad de las aves silvestres por Cdlera Aviar y no se obtuvieron resultados
significativos, por lo cual se concluye que las precipitaciones no favorecieron la presentacion de
la enfermedad.

Asimismo, se propuso que el viento puede condicionar la presentacion de algunas
enfermedades infecciosas (Thrusfield, 1990), aunque no se relaciond esta variable climética con
Colera Aviar. En el presente trabajo se demostré que durante la temporada reproductiva 2000-
2001 el viento no estuvo relacionado con la presentacion de esta enfermedad.

Aun no se demostrd que el estrés climatico pueda predisponer a las aves silvestres para
contraer Cdélera Aviar. Sin embargo, los resultados obtenidos en el presente trabajo permitieron
demostrar que las variables climaticas analizadas (temperatura ambiental, precipitaciones, y
viento) no estuvieron asociadas a la mortalidad de aves durante el verano 2000-2001 en Bahia
Esperanza.

5.2. HOSPEDADOR



La capacidad de infeccion de un microorganismo y la posterior induccién de la enfermedad estidn
relacionadas con la susceptibilidad inherente del hospedador y de si el mismo es inmune o no.
Para que comience una epizootia transmitida por contacto, es necesario que exista una densidad
minima de animales susceptibles. Esto se denomina umbral minimo y estd definido
matematicamente por el teorema del umbral de Kendall (1957). Ademds, Schwabe et al. (1977)
consideran para que una epizootia pueda propagarse en una poblacion, se necesita como minimo
entre un 20 y un 30% de individuos susceptibles. Segin avanza la epizootia, la proporcién de
individuos susceptibles disminuye, ya sea porque los animales mueren o porque adquieren
inmunidad luego de la infeccion. Finalmente, la mortalidad puede detenerse porque no existe un
niamero suficiente de animales susceptibles a la infecciéon. Por lo tanto, es necesario que
transcurra un cierto periodo de tiempo para la reposicion de los individuos antes que pueda
comenzar otra epizootia. Esto explica la ciclicidad de algunas enfermedades (Thrusfield, 1990).
En Bahia Esperanza, desde la década de 1980 se registraron 5 mortalidades de aves. Una
posible causa para explicar estos hallazgos es que las poblaciones de aves fueron afectadas en
forma ciclica por una enfermedad infectocontagiosa como Colera Aviar. Es interesante
mencionar que los 5 episodios estuvieron asociados a la estacidon de cria o reproductiva, aunque
las poblaciones afectadas por la enfermedad no fueron analizadas durante sus rutas migratorias.
Sin embargo, en la estacion reproductiva aumenta la concentracion de aves de diferentes especies
que nidifican en Bahia Esperanza y por lo tanto aumenta el contacto entre ellas. Posiblemente P.
multocida fue introducida en el ecosistema de Bahia Esperanza estableciendo una onda
epizodtica primaria entre las aves que no estuvieron expuestas previamente a la enfermedad. Esta
interaccion entre el hospedador y el agente, posiblemente favorecié el incremento gradual de la

presencia de la enfermedad.



Se considera que la susceptibilidad de un hospedador al Cdlera Aviar puede estar
influenciada por caracteristicas distintivas como especie, sexo, edad, estado fisico y
comportamiento. Los escasos estudios realizados al respecto, revelaron que el sexo, la edad y el
estado fisico no tuvieron relaciéon con la presentacién de la enfermedad (Oddo et al., 1978;
Mensik y Botzler 1989). Sin embargo, el comportamiento de las aves es uno de los factores de
riesgo mds importantes en la presentacion de Célera Aviar (Combs, 1988).

5.2.1. Especie

Algunas especies de aves silvestres afectadas por Célera Aviar fueron més susceptibles que otras,
e inclusive comenzaron a morir antes (Botzler, 1991). Las aves acudticas como las gallaretas
presentaron mayor susceptibilidad al Célera Aviar y tuvieron lesiones compatibles con un cuadro
agudo (Rosen y Morse, 1959). En contraste, las aves rapaces como halcones y lechuzas
presentaron un cuadro crénico y fueron menos susceptibles (Morishita et al., 1996). Por lo tanto,
la susceptibilidad de la especie afectada podria ser establecida segtn las lesiones patoldgicas.

En Bahia Esperanza durante enero y febrero del afio 2001 las poblaciones de gaviota
cocinera, skua y pingiiino Adelia estuvieron implicadas en un brote de Colera Aviar. El brote
presentd una curva temporal epizodtica prolongada, posiblemente debido a un vehiculo comun de
larga exposiciéon (Figura 39). Sin embargo, cada una de las especies afectadas tuvo un
comportamiento diferente ante la enfermedad: a) cada especie present6 una distribucién temporal
de muertes diferente (Figura 40), y b) las gaviotas presentaron un cuadro crénico de la
enfermedad, los skuas subagudo y los pingiiinos agudo.

Segtin Coria y Montalti (1993) la poblacion de gaviotas cocineras en Bahia Esperanza
disminuy6 entre 1980 y 1990. Considerando el resultado de los censos poblacionales realizados

por Coria y Montalti (1993) y los presentados en este trabajo, es posible sugerir que la poblacién



de gaviotas cocineras se mantuvo constante desde 1990 hasta el afio 2003. Una posible
explicacion a este hallazgo es que estas aves hayan padecido una enfermedad infecciosa y que las
gaviotas que sobrevivieron hayan logrado un equilibrio con el agente etiol6gico. Mediante los
hallazgos de necropsia se confirmé que algunas gaviotas cocineras son mas resistentes al Célera
Aviar, ya que durante el verano 1999-2000 las gaviotas muertas por esta enfermedad presentaron
un cuadro subagudo y durante el verano 2000-2001 crénico. La poblacién de gaviotas cocineras
estables no fue afectada durante la temporada reproductiva 2000-2001, posiblemente porque no
compartieron el sitio de asentamiento de las aves no reproductivas.

En los skuas se observd una curva temporal epizodtica de tipo propagativo, cuyo origen
pudo ser un vehiculo comin de exposicién esporddica. Este tipo de curva pudo deberse a la
variacién del nimero de aves expuestas a la fuente de infeccion, a una mayor resistencia de las
aves a la enfermedad, a un mayor periodo de incubacién de la enfermedad en esta especie, o0 a
una fluctuacién en la cantidad de bacterias en la fuente de infeccién. Durante el verano 2000-
2001, los adultos no reproductivos fueron los tnicos skuas afectados por Célera Aviar y durante
los veranos 2001-2002 y 2002-2003 no murieron aves por esta enfermedad. Inclusive, la
mortalidad de skuas en los dltimos 2 veranos de vigilancia fue inferior (1,8%) a la del verano
2000-2001 (30,6%). Después de la alta mortalidad durante el verano 2000-2001, la poblacién de
skuas susceptibles quizas no fue suficiente para desencadenar un nuevo brote de la enfermedad
(Schwabe, 1977). Ademas, la poblacién de skuas en Bahia Esperanza present6 un bajo nimero de
ejemplares en relacién a la cantidad de pingiiinos Adelia, aproximadamente un skua cada 4.000
pingiiinos. Este hallazgo es inusual si se compara con otras dreas de nidificacion de la Antértida
(Hahn et al., 1998), y podria indicar que la poblacién de skuas de Bahia Esperanza no tiene una

buena capacidad de reposicion de individuos. Lamentablemente, no se dispone de datos



histéricos para determinar si el nimero de skuas en Bahia Esperanza fue disminuyendo. Sin
embargo, al comparar los resultados obtenidos durante los 3 veranos de vigilancia epizootiolégica
se observd un aumento gradual en el ndmero total de skuas, principalmente en adultos no
reproductivos.

Segtin Wobeser (1992), una epizootia de Cdlera Aviar en aves acudticas es explosiva y
solo al finalizar la mortalidad se pueden observar aves enfermas. En Bahia Esperanza solo fue
explosiva la mortalidad de pingiiinos Adelia, aunque a diferencia de lo propuesto por Wobeser se
observaron aves con signos de la enfermedad durante el brote y no al final. En los pingiiinos
Adelia la distribucién de las muertes por Cdlera Aviar fue similar a una curva temporal
epizodtica de tipo puntual, generalmente causada por un vehiculo comun de corta duracién. Esta
distribucién tan particular pudo deberse a una exposicion directa y breve a la fuente de infeccidn,
a una menor resistencia de los pingiiinos a la enfermedad, o a un periodo de incubacién maés
corto. Si bien estas aves presentaron un cuadro agudo, la mortalidad por Coélera Aviar fue muy
baja (12,10/0000). Sin embargo, no se pudo evaluar el verdadero impacto de la enfermedad en esta
poblacién debido a que las aves comenzaron a migrar en febrero del afio 2001, cuando ain no
habia finalizado la epizootia.

5.2.2. Comportamiento

Botzler (1991) consideré que el comportamiento de las aves es uno de los factores de riesgo mas
importantes en la presentacion de Cdlera Aviar, y que la caracteristica mds relevante es el
agrupamiento poblacional. Ademds, Combs y Botzler (1991) demostraron que la mortalidad de
aves acudticas por Colera Aviar estuvo directamente relacionada con el tamafio poblacional, el
tiempo de asentamiento en tierra, la utilizacion del hébitat y la frecuencia de pastoreo de las aves

en aguas poco profundas.



Durante el verano 2000-2001 en Bahia Esperanza murieron 3 especies de aves por Cdlera
Aviar, gaviotas cocineras, skuas y pingiiinos Adelia.

Las gaviotas cocineras son aves migratorias y se caracterizan por colonizar nuevos
ambientes. En las dreas costeras de la Argentina estdn asociadas a los basureros a cielo abierto
(Figura 6). Si bien no se conocen las rutas migratorias de las gaviotas cocineras que arribaron a
Bahia Esperanza en enero del afio 2001, se considera que estas aves pudieron infectarse durante
su migraciéon y al ser menos susceptibles a la enfermedad pudieron ser el reservorio de P.
multocida. Varios autores sugirieron que las aves silvestres pudieron infectarse en sus rutas
migratorias. Rosen (1959) demostré que un grupo de aves enfermas recuperadas o portadoras,
transmitieron Colera Aviar a una distancia de 440 km, y McDiarmid (1962) aislé P. multocida en
una golondrina (Hirundo rustica) que arribé a Inglaterra desde Africa. Wobeser et al. (1979)
analizaron un brote de Codlera Aviar que afectdé a gansos silvestres durante su migracion
primaveral. Por lo tanto, se sugiere que el comportamiento de las gaviotas durante su migracién
pudo favorecer la infeccién de estas aves por P. multocida.

En Bahia Esperanza los skuas se alimentan a expensas de la colonia de pingiiino Adelia y
comparten el nicho ecoldgico con las gaviotas cocineras. Durante el verano 2000-2001 las
gaviotas cocineras no reproductivas que arribaron a Bahia Esperanza después del 1 de enero, se
agruparon en torno a los mismos cuerpos de agua dulce que los skuas no reproductivos. Potter
(1964) comprob6 que las bacterias tienden a concentrarse en la superficie del agua, y por lo tanto
las aves que se alimentan en la superficie de aguas contaminadas podrian exponerse regularmente
a P. multocida. En Bahia Esperanza se demostré que uno de los cuerpos de agua dulce utilizados
por las aves en la temporada 2000-2001 estaba contaminado con P. multocida. Sin embargo,

durante las temporadas 2001-2002 y 2002-2003, no se encontraron aves muertas por Colera



Aviar, coincidiendo con que las aves voladoras no reproductivas se agruparon alrededor de un
chorrillo de agua corriente. Este cambio en el sitio de asentamiento de las aves se podria
adjudicar a un cambio en el comportamiento, el cual pudo influir para que no se produzca un
nuevo brote de la enfermedad.

Los pingiiinos Adelia son aves de habitos gregarios y la densidad poblacional en Bahia
Esperanza es extremadamente alta, sin embargo la mortalidad por Célera Aviar no fue elevada
( 12,10/0000). Los pingiiinos Adelia y los skuas estables fueron las aves mds afectadas por Cdlera
Aviar (97%), por el contrario las gaviotas cocineras muertas por esta enfermedad fueron
esporadicas. Esta diferencia de comportamiento en los habitos migratorios de los pingiiinos y los
skuas pudo favorecer la presentacion de la enfermedad en estas especies.

Durante el verano 2000-2001, el resto de las especies de aves que nidifican en Bahia
Esperanza no fueron afectadas por Célera Aviar, posiblemente porque no compartieron el sitio de
asentamiento con las gaviotas cocineras y los skuas no reproductivos.
5.2.3. Sexo
El sexo del hospedador es un posible factor de riesgo para contraer Colera Aviar. Korschgen et
al. (1978) observaron que el 90% de los patos (Somateria mollissima) muertos en Maine,
EE.UU., fueron hembras en incubacién. Sin embargo, no se monitorearon los machos porque
migran luego del apareamiento. Por otra parte, Mensik y Botzler (1989) demostraron que no hubo
diferencias significativas entre el sexo de un grupo de gallaretas americanas muertas por Coélera
Aviar, respecto del sexo de otro grupo de gallaretas cazadas.

Al analizar el sexo de los skuas y de los pingiiinos Adelia muertos en Bahia Esperanza

durante el brote de Coélera Aviar del verano 2000-2001, se demostré6 que no hubo diferencias



significativas respecto al sexo. Por lo tanto, se considera que el sexo de estas aves no fue un

factor predisponente.

5.2.4. Edad

Si bien algunos autores relacionaron la prevalencia de Colera Aviar con la edad (Hoffman y
Stover, 1942; Morishita et al., 1996), no existen evidencias para considerar que este factor pueda
afectar la susceptibilidad de las aves a la enfermedad (Botzler, 1991). El trabajo mds importante
relacionado con este tema indica que no se encontraron diferencias significativas al comparar la
edad de un grupo de gallaretas americanas muertas por Célera Aviar con otro grupo de gallaretas
cazadas (Mensik y Botzler, 1989).

En este trabajo se demostré que en las poblaciones de skua y gaviota cocinera solo las
aves no reproductivas o juveniles murieron por Célera Aviar, y que los pingiiinos Adelia adultos
fueron significativamente mds afectados por la enfermedad. Por lo tanto, se concluye que la edad
puede predisponer a estas aves para contraer Colera Aviar dependiendo de la especie afectada y
por ende del comportamiento.

5.2.5. Dieta

En varias oportunidades se asoci6 a los habitos alimentarios con la presentacion de Colera Aviar
(Locke et al., 1972; Rosen et al., 1973). Esta asociacion se realizé en base a los hallazgos de
necropsia de aves rapaces muertas por la enfermedad (Thorne, 1982; Brogden y Rhoades, 1983;
Morishita et al., 1996), aunque en raras ocasiones se pudo comparar cepas de P. multocida
aisladas a partir del predador y de la presa. Sin embargo, Williams et al. (1986) describieron el

caso de un halcén entrenado para caceria de patos que murié a las 48 h de haberse alimentado



con aves muertas por Célera Aviar. De la carcasa del halcén y de los patos silvestres se aislo P.
multocida A:1.

Entre las aves predadoras o carrofieras que nidifican en la Antartida se describié la muerte
de un petrel gigante del sur por Célera Aviar en las Islas Shetland del Sur (Leotta et al., 2003). En
el presente trabajo se analiz6 la cepa de P. multocida aislada a partir de tejidos del petrel y se
compard con las cepas aisladas de las aves muertas por Célera Aviar en Bahia Esperanza. Se
demostré que todas las cepas fueron clonales y tuvieron un origen comtn. Posiblemente el petrel
pudo alimentarse de las aves muertas en Bahia Esperanza durante el verano 1999-2000, enfermar
y morir en la Isla 25 de Mayo, considerando que estas aves pueden volar mas de 400 km por dia
(Marchant and Higgins, 1993). Ademas, en la Isla 25 de Mayo se ubica una importante colonia de
petrel gigante del sur y no se observo ningtin otro ejemplar muerto durante esa temporada.

Las aves mas afectadas durante el brote de Cdlera Aviar en Bahia Esperanza fueron los
skuas. Estas aves pudieron infectarse al beber agua contaminada con P. multocida, o bien por
alimentarse de pingiiinos Adelia muertos. Esta hip6tesis explicaria el tipo de curva propagativa
que presentd la mortalidad de skuas, como asi también la posible variacion del nimero de aves
expuestas a la fuente de infeccion, ya que se demostré que P. multocida puede sobrevivir hasta
120 dias en las carcasas de aves enfermas (Botzler, 1991).

5.3. AGENTE

La patogenicidad y la virulencia estan determinadas por numerosas caracteristicas del hospedador
y del agente. El agente infeccioso debe ser capaz de multiplicarse en el hospedador y resistir los
mecanismos de eliminacién y defensa del mismo. Para ello depende de caracteristicas intrinsecas

condicionadas fenotipica o genotipicamente.



Pasteurella multocida fue el agente etioldgico de los brotes de Célera Aviar registrados en
Bahia Esperanza durante los veranos 1999-2000 y 2000-2001, ya que las 56 cepas analizadas
presentaron las mismas caracteristicas fenotipicas y genotipicas. A continuacién se analiza

detalladamente cada una de las caracteristicas analizadas.

5.3.1. Caracterizacion y subtipificacion fenotipica

En el presente trabajo se demostr6 que P. m. gallicida fue la unica subespecie del género que
circul6 en Bahia Esperanza durante las temporadas reproductivas 1999-2000 y 2000-2001. En el
trabajo realizado por Parmelee et al. (1979) se identificaron las cepas aisladas a partir de aves
muertas en la Antartida aunque no se determind la subespecie ni el biotipo. Por lo tanto,
considerando los resultados previos (Leotta et al., 2003) y la caracterizacién de las cepas
analizadas en el presente trabajo es posible concluir que P. m. gallicida es la subespecie mas
cominmente aislada en la Antartida. Esta subespecie prevalece en las aves silvestres de hébitos
acudticos de EE.UU (Hirsh et al., 1990). Lamentablemente, se desconoce la subespecie y el
biotipo de las cepas de P. multocida que circulan en las aves silvestres de otras regiones de la
Argentina.

Segtin Fegan et al. (1995) y Koneman et al. (1999), P. m. gallicida se caracteriza por
producir 4cido a partir de xilosa, dulcitol y arabinosa, aunque la utilizacién de este dltimo azicar
puede variar segin la cepa. Las cepas aisladas de aves antdrticas no produjeron 4cido a partir de
xilosa, aunque si lo hicieron a partir de dulcitol y arabinosa. En las cepas de P. m. multocida se
describi6é que la produccion de acido a partir de xilosa es variable, por lo tanto en base a los

resultados obtenidos en el presente trabajo se propone que las cepas de la subespecie gallicida



también pueden ser variables respecto a la utilizacion de este azicar. Mutters et al. (1985)
sugirieron como clave para la diferenciacion de las especies del género Pasteurella la capacidad
de decarboxilar la ornitina, sin embargo algunas cepas de P. m. multocida y P. m. septica aisladas
de ganado vacuno y perros fueron ornitina negativas (Bisgaard et al., 1991; Mohan et al., 1994).
Asimismo, Snipes et al. (1990) encontraron que el 6% de cepas aisladas de animales silvestres
fueron ornitina decarboxilasa negativa. Por lo tanto, Fegan et al. (1995) consideraron que el valor
de esta prueba es limitado para diferenciar especies y subespecies. Bisgaard et al. (1991)
consideraron que se necesita la utilizacién de técnicas genéticas para determinar la posicion
taxondémica de cepas ornitina decarboxilasa negativas. Cuando se determiné la capacidad de
decarboxilar la ornitina a las cepas aisladas en la Antértida se observé que no hubo crecimiento,
por lo cual se confirmé su clasificaciéon taxondémica mediante la secuenciacién del gen 16S
ARNT.

En el presente trabajo se identificé al 70,7% (29 cepas) de las 41 cepas de diferente origen
como P. m. multocida, al 14,6% (6 cepas) como P. m. gallicida y al 7,3% (3 cepas) como P. m.
septica. Esta relacidon, basada en la caracterizacion de las subespecies, concuerda con los
resultados obtenidos por Fegan et al. (1995) y Blackall et al. (1999) en Australia, y por Snipes et
al. (1990) en California. Sin embargo, las cepas analizadas por estos autores fueron aisladas en el
contexto de estudios epidemioldgicos y no obtenidas en forma azarosa.

Entre las cepas de diferente origen se analizaron 17 cepas de referencia, una fue la cepa de
P. m. gallicida ATCC 51689 y 16 de ellas representan a cada uno de los serotipos descriptos en el
esquema propuesto por Heddleston (1972). Las cepas utilizadas en el esquema propuesto por
Heddleston (Brogden et al., 1979) nunca se clasificaron segin la subespecie y el biotipo. En el

presente trabajo se encontré que 12 cepas fueron P. m. multocida, 2 P. m. gallicida y 2 P. m.



septica, una distribucion similar a las mencionadas anteriormente. La cepa X-73 serotipo A:l,
originalmente se describié como P. m. multocida, sin embargo en este trabajo se identific6 como
P. m. gallicida, ya que se caracterizd por producir 4cido a partir de dulcitol. Es interesante
destacar que 8 cepas no produjeron acido a partir de xilosa, entre las que se encuentran las 2
cepas de P. m. gallicida y la cepa de referencia ATCC 51689.

Ademds, se analizaron 19 cepas aisladas de aves domésticas criadas en la Argentina y
cerdos de la provincia de Buenos Aires. Segun la cantidad de cepas identificadas P. m. multocida
fue la subespecie mas frecuente (16/19 cepas, 84,2%), luego P. m. gallicida (2/19 cepas, 10,5%)
y finalmente P. m. septica (1/19 cepas, 5,3%). Las cepas de P. m. multocida provenientes de aves
domésticas fueron biotipol (3/16 cepas, 18,7%) y biotipo 3 (13/16 cepas, 81,3%), considerando
que las 10 cepas aisladas de cerdos fueron caracterizadas como P. m. multocida biotipo 3.
Respecto a la utilizacion de azicares, se destaca que 18 cepas de P. m. gallicida produjeron 4cido
a partir de xilosa y solo una cepa fue negativa. Considerando los resultados obtenidos con las
cepas de P. m. gallicida analizadas en el presente trabajo se concluye que las mismas varian
respecto a la utilizacién de xilosa, reforzando lo observado con las cepas aisladas en la Antartida.

Segtin Holmes et al. (1995) el 80-89% de las especies del género Pasteurella son indol
positivas, entre las cepas aisladas de cerdos se encontrd una cepa de P. m. multocida biotipo 3
que no produce indol.

Es interesante destacar que en Argentina, la caracterizacion fenotipica de cepas de P.
multocida a nivel de subespecie y biotipo, no se realizd anteriormente. Sin embargo, estos
resultados no son concluyentes, debido al bajo nimero de cepas analizadas. Se considera que

para establecer la frecuencia de las distintas subespecies y biotipos de P. multocida en la



Argentina es necesario analizar un mayor ndmero de cepas en el marco de estudios
epidemioldgicos.

Mediante la caracterizacion bioquimica no fue posible diferenciar las cepas aisladas en
Bahia Esperanza de otras cepas de P. m. gallicida de diferente origen.

La serotipificacion somadtica y la tipificacion capsular se realizé mediante los esquemas de
tipificacién més utilizados en epizootias de Cdlera Aviar en aves silvestres (Botzler, 1991). Las
cepas de P. m. gallicida, aisladas en Bahia Esperanza, fueron tipificadas como tipo capsular A y
serotipo somadtico 1. Esta es la combinacién de tipo capsular y serotipo somético descripta con
mayor frecuencia en los episodios de Cdélera Aviar en aves silvestres de EE.UU. (Hirsh et al.,
1990; Wilson et al., 1995), Canada (Samuel et al., 1997; 1999) y Dinamarca (Pedersen et al.,
2003). Ademas, cepas de P. multocida A:1 fueron aisladas en aves de la Antartida (Parmelee et
al., 1979; Leotta et al., 2003) e Islas Subantarticas (de Lisle et al., 1990). En conclusién, la
caracterizacion fenotipica de las cepas aisladas en Bahia Esperanza nos permite considerar que
las cepas de P. multocida A:1, son las unicas vinculadas a las poblaciones de aves antdrticas y
subantérticas, y que su incidencia podria ser mayor si se incrementaran las investigaciones
epizootioldgicas en el drea.

Respecto a las cepas de P. multocida de diferente origen analizadas en este trabajo, en las
cepas aisladas de aves domésticas y cerdos el tipo capsular A fue el mas frecuente, ya que 15 de
21 cepas (71,4%) presentaron este tipo capsular (Tablas 17 y 18). Entre las 9 cepas aisladas de
gallinas reproductoras de Argentina, 8 presentaron tipo capsular A. Sin embargo, entre las cepas
aisladas de cerdos 5 presentaron tipo capsular A y 5 tipo D; es interesante destacar que el tipo
capsular D se encuentra asociado a la Rinitis Atréfica Porcina y las cepas analizadas fueron

aisladas de pulmoén de cerdos con neumonia sin lesiones en la cavidad nasal.



Las cepas aisladas de aves domésticas en la Argentina fueron heterogéneas respecto al
serotipo somatico, ya que presentaron serotipos 1, 3, 12, y 2x5. Las cepas aisladas de cerdos
fueron mas homogéneas presentando serotipo somdtico 3 y 5. Estos resultados contribuyen al
conocimiento de las cepas de P. multocida que circulan en las poblaciones de animales de cria
intensiva en la Argentina, ya que hasta el presente no se realizaron estudios epizootiologicos de
Pasteurelosis.

Ademads de la identificaciéon bioquimica, la tipificacién capsular y la serotipificacion
somatica, en el presente trabajo se determiné la susceptibilidad de las cepas analizadas a 11
antibidticos que se utilizan habitualmente en la produccién de animales de cria intensiva como
aves y cerdos. Todas las cepas de P. multocida aisladas en Bahia Esperanza fueron susceptibles a
los antibidticos probados, este hallazgo sugiere que las cepas que circularon en Bahia Esperanza
no sufrieron presiéon de seleccién con antibidticos de uso comin en criaderos de animales
domésticos, ni adquirieron mecanismos de resistencia a los antimicrobianos ensayados.

Entre las cepas de diferente origen se encontré que 3/17 cepas de referencia, 9/10 cepas
aisladas de cerdos criados en la provincia de Buenos Aires y la cepa aislada en Uruguay de
gallinas reproductoras presentaron resistencia a algunos de los antibidticos probados. Entre las
cepas aisladas de cerdos se encontré resistencia a tiamulina y estreptomicina, por lo cual se
considera que los tratamientos contra otras bacterias como Mycoplasma spp. podrian generar
presion de seleccion sobre las cepas de P. multocida que afectan a las granjas productoras de
cerdos. La cepa de P. multocida aislada en Uruguay presentd resistencia a enrofloxacina, un
antibidtico cuya utilizacion se masificé en los ultimos afios.

En base a estos resultados se concluye que hasta el brote de Cdlera Aviar del verano

2000-2001 en Bahia Esperanza, las cepas de P. multocida fueron susceptibles a los antibidticos



probados, sentando un importante precedente en el drea. Es posible considerar que en el futuro el
uso indiscriminado de antibidticos en los criaderos de animales domésticos pueda impactar en las
poblaciones de aves que nidifican en la Antértida.

Debido al bajo poder discriminatorio que presentan las técnicas de tipificacion basadas en
caracteristicas fenotipicas (Heddleston et al., 1976; Blackall y Miflin, 2000) no es posible
concluir si las cepas aisladas en Bahia Esperanza se relacionan con cepas de otro origen. En
diferentes estudios se utilizaron técnicas de tipificacion fenotipica para el andlisis de P.
multocida, como por ejemplo biotipo, perfil plasmidico, serotipo, y tipo capsular, y se concluyo
que para obtener resultados confiables era necesario subtipificar las cepas por métodos
genotipicos (Blackall y Miflin, 2000; Pedersen et al., 2003).

5.3.2. Subtipificacién molecular

Para determinar la relacién clonal de diferentes aislamientos de P. multocida se debe considerar
la habilidad de la técnica de subtipificacién para reconocer como iguales a cepas realmente
iguales y como diferentes a cepas realmente diferentes. Maslow et al. (1993) propusieron
distintos criterios para evaluar las técnicas de subtipificacion, entre los cuales se describe el poder
discriminatorio. Dicho pardmetro se define como la probabilidad de una técnica para reconocer
como diferentes a 2 cepas no relacionadas. Segtiin Hunter y Gaston (1988) 0,9 es el minimo valor
de D (poder discriminatorio segun el indice de Simpson) que debe presentar un esquema efectivo
de subtipificacién molecular. Para cumplir con el 5% de probabilidad aceptable (error tipo 1) el
valor ideal de D debe ser > 0,95, sin embargo, los sistemas de subtipificacién que presentan un
poder discriminatorio < 0,95 pueden ser utilizados en combinacién con otros sistemas para llegar

a D = 0,95 (Struelens et al., 1996).



Durante los ultimos afios varias técnicas de subtipificacion molecular fueron utilizadas
para el andlisis de P. multocida (Wilson et al. 1993; Blackall y Miflin, 2000; Gunawardana et al.,
2000; Amonsin et al., 2002), aunque los resultados obtenidos no fueron suficientes para
establecer un método de referencia o “técnica de oro”. Para ello las técnicas destinadas a la
subtipificacién molecular de P. multocida deberian ser evaluadas segtin los criterios propuestos
por Maslow et al. (1993).

En la actualidad existe una gran controversia acerca de cual es la técnica de
subtipificaciéon molecular mds adecuada para el andlisis de P. multocida. Snipes et al. (1989)
obtuvieron buenos resultados al subtipificar una coleccion de cepas de P. multocida mediante
Hhal-REA. Sin embargo, Wilson et al. (1995b) no obtuvieron una buena discriminacién al
analizar cepas de P. multocida aisladas de aves rapaces por Hhal- y Hpall-REA. Fussing et al.
(1999) analizaron cepas de P. multocida productoras de dermonecrotoxina aisladas de cerdos
mediante perfil plasmidico, fagotipificacion y ribotipificacién, y concluyeron que HindlI-
ribotipificacion fue la técnica con la que obtuvieron mejores resultados. Blackall y Miflin (2000)
demostraron que el poder discriminatorio de Hhal-REA (D=0,86) y Hpall-ribotipificacién (D =
0,89) fue més bajo que el minimo recomendado por Hunter y Gaston (1988).En el mismo trabajo
se demostré que MLEE present6 un indice discriminatorio de 0,97.

Las técnicas basadas en PCR no fueron utilizadas asiduamente para la subtipificacion de
P. multocida. Blackall y Miflin (2000) utilizaron los resultados obtenidos por Gunawardana et al.
(2000) al analizar 44 cepas de P. multocida por REP-PCR y determinaron que el indice de
discriminacion de REP-PCR fue de 0,95. Asimismo, Paixao et al. (2004) analizaron 97 cepas de
P. multocida aisladas de cerdos en Brasil mediante RAPD-PCR y AFLP y segin sus resultados el

indice discriminatorio para RAPD-PCR fue de 0,86 y para AFLP fue de 0,87. Huber et al. (2002)



analizaron 61 cepas de P. multocida aisladas de pavos y 9 cepas vacunales por RAPD-PCR y
AFLP y demostraron que las vacunas estuvieron involucradas en la presentacion de Colera Aviar
en las granjas bajo estudio. El desempeiio de ambas técnicas fue satisfactorio pero el poder
discriminatorio de las mismas no fue evaluado, sin embargo se demostré la importancia de las
investigaciones epidemioldgicas utilizando técnicas de subtipificacion molecular. La técnica
ERIC-PCR, descripta originalmente por Versalovic et al. (1991), fue utilizada por Amonsin et al.
(2002) simultdneamente con AFLP (D=0,93) para subtipificar 47 cepas de P. multocida de origen
aviar. El poder discriminatorio determinado por Amonsin et al. (2002) para ERIC-PCR (D=0,89)
fue similar al obtenido con las cepas analizadas en el presente trabajo (D=0,90).

En el primer estudio que se utiliz6 PFGE se analizaron cepas de P. multocida tipo D
aisladas de cerdos, y se demostré la capacidad de la técnica de subtipificacion para detectar cepas
relacionadas (Donnio et al., 1994). Townsend et al. (1997) analizaron 19 cepas de P. multocida
tipo capsular B, aisladas en Asia y Norteamérica, utilizando Smal- y NotI-PFGE. Los perfiles
obtenidos permitieron establecer diferencia entre las cepas y ademds agruparlas en 2 grandes
clusters segin su origen. Es interesante mencionar que las mismas cepas no pudieron ser
diferenciadas por serotipificacién, perfil proteico y ribotipificacion, demostrando la utilidad de
PFGE en estudios de epidemiologia molecular. Posteriormente, Gunawardana et al. (2000)
subtipificaron 95 cepas de P. multocida aisladas de pollos y pavos por Apal-PFGE, y pudieron
distinguir varios brotes de Cdlera Aviar relacionados epidemiologicamente. Pedersen et al.
(2003) utilizaron Smal- y Apal-PFGE, y Hpall-REA para analizar 91 aislamientos de P.
multocida y obtuvieron una mayor cantidad de patrones con PFGE. Sobre la base de estos
resultados los autores concluyeron que PFGE tuvo un desempefio superior a REA,

ribotipificacion, RAPD y REP-PCR. Lainson et al. (2002) obtuvieron mejores resultados con



Aval-PFGE que con RAPD-PCR al analizar cepas de P. multocida aisladas de cerdos. A
diferencia de RAPD y REP-PCR, PFGE es una técnica que presenta buena reproducibilidad inter
e intralaboratorios (Pedersen et al., 2003).

De acuerdo con la definicion de Tenover et al. (1995), los brotes de Colera Aviar
ocurridos durante los veranos 1999-2000 y 2000-2001 en Bahia Esperanza, fueron ocasionados
por un unico clon de P. multocida definido mediante distintas técnicas de subtipificacion
molecular. Las cepas de P. m. gallicida aisladas de las aves silvestres y de un cuerpo de agua
dulce en Bahia Esperanza, y la cepa aislada de un petrel gigante del sur, muerto en las Islas
Shetland del Sur (Leotta et al., 2003), presentaron el mismo patrén molecular por ERIC-PCR,
Apal- y Smal-PFGE, por lo cual es posible inferir que estas cepas tuvieron un origen comun.

El patrén tnico obtenido con las cepas de P. m. gallicida A:1 aisladas en la Antartida
durante los veranos 1999-2000 y 2000-2001, se diferenci6 de los patrones obtenidos con cepas de
P. multocida de diferente origen. Aunque para obtener una mejor conclusion acerca del origen de
Colera Aviar en la Antartida, seria necesario comparar las cepas aisladas en Bahia Esperanza con
cepas de P. multocida aisladas de aves silvestres durante otros brotes en el drea.

Si bien las cepas de P. multocida aisladas en la Antartida fueron indistinguibles
genotipicamente, presentaron diferencias respecto a la especie aviar afectada (petrel gigante del
sur, gaviota cocinera, skua y pingiiino Adelia), al sitio geografico (Bahia Esperanza e Isla 25 de
Mayo) y al afio de aislamiento (2000 y 2001). Estas caracteristicas indicarian una remarcada
estabilidad genética de las cepas, las cuales pudieron persistir en un reservorio a través del
tiempo. Desafortunadamente, no fue posible comparar las cepas aisladas en Bahia Esperanza con
aquellas aisladas en la Isla Litchfield (Parmelee et al., 1978) y en la Isla Campbell (de Lisle et al.,

1990).



La estabilidad genética de P. multocida no fue estudiada en detalle. Sin embargo Wilson
et al. (1995a) demostraron que 3 patrones moleculares obtenidos por Hpall-REA de P. multocida
circularon entre 1978 y 1993 en Norteamérica afectando a miles de aves silvestres. Estos
resultados permiten inferir que las cepas de P. multocida analizadas por Wilson et al. (1995a)
fueron genéticamente estables a través del tiempo. Christensen et al. (1998) demostraron que
varios brotes de Codlera Aviar en Dinamarca, fueron ocasionados por un mismo clon de P.
multocida definido por ribotipificacion. Estos resultados fueron confirmados posteriormente por
Pedersen et al. (2003), quienes analizaron 91 cepas de P. multocida aisladas de aves silvestres y
domésticas muertas por Coélera Aviar en Dinamarca, incluyendo las cepas analizadas por
Christensen et al. (1998). Los autores concluyeron que las aves silvestres pudieron transmitir
Colera Aviar a las aves domésticas, ya que los patrones moleculares de las cepas de P. multocida
aisladas de las aves silvestres obtenidos por Apal- y Smal-PFGE fueron indistinguibles del patrén
mds comuinmente hallado entre las cepas de aves domésticas. Samuel et al. (1999) demostraron
que cepas de P. multocida aisladas de aves silvestres muertas por Célera Aviar entre 1978 y 1993
en el Oeste de EE.UU presentaron patrones Hhal/Hpall similares.

En conclusién, estos hallazgos confirman que las cepas de P. multocida pueden ser
estables genéticamente y que la recombinacion entre diferentes clones no es frecuente en brotes
relacionados. Ademads, se demostré que los clones de P. multocida analizados en distintos paises
pueden mantener su estabilidad genética a pesar de transmitirse entre diferentes especies, durante
largos periodos de tiempo y en dreas geogréficas distantes, al igual que se observé en los brotes
de Célera Aviar en Bahia Esperanza.

En el presente trabajo se comprobd que Apal-PFGE es una técnica apropiada para el

andlisis de P. multocida en el contexto de estudios epidemiolégicos. Sobre un total de 41 cepas



analizadas, Apal-PFGE (D=0,98) present6 mayor poder discriminatorio que ERIC-PCR
(D=0,90). Estos resultados reafirman el valor de PFGE para estudios epidemiolégicos, tal como
lo describié Donnio et al. (1994), Gunawardana et al. (2000) y Pedersen et al. (2003).

Al analizar las 41 cepas de P. multocida de diferente origen se obtuvieron 8 clusters por
Apal-PFGE y 5 con ERIC-PCR. Se observé que los patrones moleculares obtenidos por ambas
técnicas agruparon segun la subespecie, el tipo capsular y el hospedador. Las cepas aisladas de
cerdo presentaron mayor clonalidad que las aisladas de gallinas reproductoras y cepas de
referencia, posiblemente porque tuvieron una distribucién méas homogénea en tiempo y espacio.
Es interesante mencionar el hallazgo de una cepa de campo (011) que present6 el mismo perfil
fenotipico y molecular que la cepa de referencia X-73 P. m. gallicida tipo A:1. Aunque no fue
posible obtener datos epidemiolégicos acerca del brote de Cdlera Aviar que afecto a la granja, es
posible especular que las aves pudieron ser vacunadas con cepas atenuadas obtenidas a partir de
la cepa X-73.

Si bien se obtuvieron muy buenos resultados con PFGE y ERIC-PCR, en el futuro seria
apropiado analizar un mayor numero de cepas relacionadas epidemiologicamente y evaluar
nuevas técnicas como tipificacion de secuencias multilocus (MLST) o multi-locus variable-
number tandem repeat analysis (MLVA) para la subtipificacion de P. multocida aisladas en la
Argentina.

En este trabajo se demostr6 el poder discriminatorio de las técnicas utilizadas y se
comprobd que las cepas antdrticas se diferenciaron del resto. Se considera que la utilizaciéon de
estas técnicas combinadas con una continua y sistematica vigilancia epidemioldgica en animales

silvestres y domésticos pueden contribuir a: reconocer brotes de Pasteurelosis, establecer el



origen de los mismos, identificar las vias de transmisidn, controlar la diseminacion de cepas con
resistencia a antibidticos y vigilar los programas de vacunacion.

El andlisis final de los resultados obtenidos con ERIC-PCR y PFGE puede contribuir al
desarrollo de estrategias de vigilancia epidemioldgica en dreas de asentamiento de aves silvestres.
5.3.3. Otros microorganismos
La interaccion de P. multocida con otros microorganismos no se evalud totalmente. Sin embargo,
se demostré que algunas aves silvestres tuvieron mayor predisposiciéon a enfermar de Codlera
Aviar por padecer micosis causadas por Aspergillus spp. y micotoxicosis (Robinson et al., 1982;
Windingstad et al., 1989). En Bahia Esperanza, durante la década de 1960 y a comienzos del
siglo XXI, se identificaron diferentes especies de hongos filamentosos asociados con las
construcciones realizadas por el hombre, pero no se aislé Aspergillus spp. (Corte y Daglio, 1963;
Comerio y Mac Cormack, 2004). Tampoco se aislaron especies del Género Aspergillus a partir de
muestras provenientes de aves de las Islas Orcadas del Sur y Shetland del Sur (Leotta et al.,
2000). Sin embargo, en el aio 2000 se aislé Aspergillus niger de los efluentes domiciliarios de la
Base Antdrtica Jubany, Isla 25 de Mayo, Islas Shetland del Sur (Reinoso et al., 2002).

En Bahia Esperanza, durante la temporada reproductiva 2000-2001, se realizé el
diagndstico diferencial sobre las carcasas de las aves que murieron por Coélera Aviar. Al realizar
el diagndstico microbioldgico no se aislaron, ni detectaron, los agentes etiolégicos de las
enfermedades con lesiones macroscOpicas y microscopicas similares a Cdlera Aviar, entre las que
se incluyeron Aspergilosis, Micoplasmosis, Salmonelosis, Coligranuloma, Influenza Aviar,
Enfermedad de Newcastle, Laringotraqueitis y Bronquitis Infecciosa. Por lo tanto, se consider6 a

P. m. gallicida tipo A:1, como el tnico agente etioldgico entre las aves muertas.



De algunas aves muertas por Coélera Aviar durante el verano 2000-2001 se aislo T.
microsporus, E. tarda y E. coli enteropatégeno, aunque se considera que la baja incidencia de
estos microorganismos no predispuso a las aves para contraer Cdlera Aviar.

Thelebolus microsporus fue aislado a partir de muestras traqueales de skuas muertos en
Bahia Esperanza pero no fue asociado con la muerte de las aves (Leotta et al., 2002). Asimismo,
este Ascomycete psicrofilo, fue aislado a partir de hisopados cloacales y traqueales de skuas vivos
sin sintomatologia de enfermedad en las Islas Orcadas del Sur y Shetland del Sur (Leotta et al.,
2000). Se considera que las aves antdrticas son portadoras de 7. microsporus y que lo podrian
adquirir en el ecosistema antartico, ya que se lo encuentra asociado al medio ambiente polar
(Montemartini Corte, 1993; de Hoog et al., 2005).

Se considera que E. tarda es un patdogeno potencial para las aves antarticas (Shellam,
1998). Cook et al. (1985) describieron la muerte de 41 pingiiinos rockhopper (Eudyptes crestatus)
cuando fueron transportados de Chile a EE.UU. y demostraron que 8 ejemplares murieron con un
cuadro de enteritis hemorragica provocado por E. tarda. Los estudios sobre esta enterobacteria
realizados en el Continente Antartico e Islas Subantarticas son escasos, sélo se aislé de muestras
fecales de 2 pingiiinos papua sanos (Zunino et al., 1985) y en el 13,5 % de las poblaciones de
pingiiino Adelia, pingiiino papua, gaviota cocinera, paloma antdrtica y skua de Bahia Esperanza
(Leotta et al., 2001). Probablemente estas aves podrian ser un reservorio de E. tarda, la cual
puede provocar enfermedad en aves inmunosuprimidas. Sin embargo, E. farda no provoca
lesiones similares a las observadas en las aves muertas por Célera Aviar.

Escherichia coli enteropatdogeno nunca fue descripto en aves Antdrticas, ni como
patégeno de aves silvestres. Se concluye que estas aves podrian ser portadoras asintomaticas de

EPEC. Esta enterobacteria es un patdgeno humano que causa enfermedades entéricas, por lo cual



las aves portadoras serian un factor de riesgo para las poblaciones humanas en la Antértida, ya
que estas aves generalmente se agrupan en torno a los cuerpos de agua dulce de los que se extrae
el agua para consumo humano.

5.4. RESERVORIO Y TRANSMISION DE P. multocida EN BAHIA ESPERANZA

La ecologia de Coélera Aviar no se conoce por completo porque no se conoce el origen de P.
multocida en los sitios epizodticos. En algunos brotes de Colera Aviar se asocié el origen de la
enfermedad con carnivoros silvestres como mapaches y zorros (Olsen y Wilson, 2001), insectos
(Quortrup et al., 1946; Derylo, 1970; Krinsky, 1976), animales domésticos y roedores silvestres
(Rhoades y Rimler, 1989). El posible origen de Colera Aviar en Bahia Esperanza no presenta
demasiadas opciones, debido al aislamiento geografico de la Antartida, a la ausencia de animales
domésticos, roedores y vectores invertebrados. Ademads, no existen registros de aislamiento de P.
multocida a partir de mamiferos marinos y las condiciones climéticas extremas no contribuyen a
la sobrevida de la bacteria durante largos periodos en el ambiente (Bredy y Botzler, 1989).

Heddleston (1972) propuso que el tiempo de vida de un ave portadora es el inico limite
en la duracion de un estado de portador cronico. Botzler (1991) consideré que las aves silvestres
portadoras son el principal reservorio de Colera Aviar, y Wobeser (1992) sugirié que la
enfermedad es perpetuada por aves acudticas portadoras, aunque reconocié que la evidencia
expuesta no es concluyente.

Se define como “reservorio” a la fuente no clinica de un patégeno, y al lugar donde el
agente infeccioso puede sobrevivir durante un afio. Para Cdlera Aviar en aves silvestres se
propusieron 2 grandes reservorios: a) el ambiente de sitios enzodticos y b) aves portadoras
(Botzler, 1991). Sin embargo, atin no se pudo demostrar el reservorio de P. multocida en

ambientes naturales afectados por Célera Aviar.



El brote de Colera Aviar que afect6 a las aves de Bahia Esperanza durante el verano 2000-
2001, fue similar a otros brotes de esta enfermedad en aves silvestres de distintos lugares del
mundo (Samuel et al., 1999; Pedersen et al., 2003). Sin embargo, las cepas de P. multocida
aisladas durante el verano 2000-2001 fueron indistinguibles de aquellas aisladas en el verano
1999-2000, por lo cual se sugiere que hubo un reservorio en el que P. multocida se mantuvo
viable entre los 2 veranos.

La epizootia ocurrida durante el verano 2000-2001 comenz6 con la muerte de una gaviota
cocinera no reproductiva con un cuadro crénico de Codlera Aviar. Diez dias previos a este
hallazgo, 107 gaviotas cocineras arribaron a Bahia Esperanza. En consecuencia se considera que
durante ese verano las gaviotas cocineras desencadenaron el brote de Codlera Aviar y
posiblemente fueron el reservorio de la enfermedad. Ademas, en los meses previos a la epizootia
no se encontraron aves muertas por Célera Aviar y durante la epornitia no se aislé P. multocida
de pingiiinos Adelia, skuas y palomas antarticas sin signologia de Célera Aviar. Sin embargo, no
se pudo reforzar esta hipétesis debido a la imposibilidad de colectar muestras de las gaviotas
cocineras no reproductivas sin signologia de la enfermedad.

Diferentes autores sugirieron que varias especies de gaviotas podrian ser reservorio de
Colera Aviar (Vaught et al., 1967; Korschgen et al., 1978). Rosen y Bischoff (1950) observaron
que un grupo de gaviotas se alimentd de deshechos de pollos y transportaron P. multocida a las
poblaciones de aves acudticas del lugar originando un brote de Coélera Aviar. Titche (1979) aislé
P. multocida en 15 de 37 gaviotas californianas (Larus californicus) y comprob6 que 9 de las
gaviotas positivas habian comido carne contaminada con P. multocida. Ademads, se demostrd que

6 de esas 9 gaviotas diseminaron la bacteria en sus heces hasta 120 h pos-ingesta. Sin embargo,



para confirmar que las gaviotas cocineras que arriban a Bahia Esperanza son el reservorio de
Colera Aviar se deberia analizar a estas aves en distintos periodos durante sus rutas migratorias.

Si bien se demostré que la fuente de diseminacidon de P. multocida durante el verano
2000-2001 fue un cuerpo de agua dulce, no se pudo demostrar que el ambiente de Bahia
Esperanza fue reservorio de la enfermedad. Para confirmar el rol del ambiente se deberia realizar
un estudio sistemadtico durante todo el afio y no inicamente en los meses de verano.

Las aves muertas en Bahfa Esperanza en 1981 y 1990 fueron halladas en torno al Lago
Boeckella (cuerpo de agua dulce 8), y aquellas muertas en 1997 y 2000 fueron halladas en torno a
los cuerpos de agua dulce 7 y 4, respectivamente (Figura 7). Durante los veranos 2000-2001,
2001-2002 y 2002-2003, estos cuerpos de agua dulce recibieron aporte orgédnico de la colonia de
pingiiino Adelia y tuvieron un pH superior a 7. Durante el verano 2000-2001, se demostr6 que los
cuerpos de agua dulce 4, 7 y 8, no estaban contaminados por P. multocida a pesar de presentar
algunas caracteristicas adecuadas para la sobrevida de la bacteria, por lo cual se concluye que
estos cuerpos de agua dulce no fueron reservorio de la enfermedad, principalmente el cuerpo de
agua 4, el cual estuvo asociado a la epizootia del verano 1999-2000.

Durante la epizootia del verano 2000-2001, 68/71 (96%) aves muertas por Colera Aviar
fueron halladas en torno a los cuerpos de agua dulce 1 y 2, sitio donde se asentaban los skuas y
las gaviotas no reproductivas. Del cuerpo de agua 1 se aislo P. m. gallicida y del cuerpo de agua
dulce 2 no. Sin embargo, ambos cuerpos de agua dulce presentaban las condiciones fisicas y
quimicas Optimas para la sobrevida de la bacteria (Bredy y Botzler, 1989). Por lo tanto, la
principal diferencia entre los cuerpos de agua dulce 4, 7 y 8, y los cuerpos de agua dulce 1y 2,
fue que estos dltimos estuvieron asociados con skuas y gaviotas no reproductivos. En conclusion,

distintos lugares de Bahia Esperanza presentaron las condiciones ambientales adecuadas para la



sobrevida de P. multocida, pero el brote de Cdlera Aviar se desencadend al combinarse el medio
ambiente propicio, el hospedador susceptible y el agente etioldgico.

La transmision de P. multocida entre las poblaciones de aves susceptibles de Bahia
Esperanza pudo ocurrir por ingestion, por inhalacién de aerosoles de agua o por contacto ave-ave.
A su vez, las aves enfermas pudieron reinfectar el agua de los charcos a través de descargas
nasales y orales, potenciando la fuente de infeccion. El contacto directo pudo ser facilitado por la
frecuente interaccion entre las aves asentadas en torno de los cuerpos de agua dulce 1 y 2.
Ademads, los skuas pudieron infectarse mediante la predacion o el carrofieo de aves enfermas.

Se concluye que Célera Aviar es una enfermedad exdgena para la Antartida, ya que no se
demostré la existencia de un reservorio ambiental, que la epizootia tuvo un mismo origen y que
las aves autdéctonas se infectaron a partir de una fuente comun para todos los individuos. Las
gaviotas cocineras originaron la epizootia y los cuerpos de agua dulce fueron la fuente de
diseminacién de P. multocida.

5.5. OTRAS CAUSAS DE MUERTE EN LAS AVES DE BAHIA ESPERANZA
La vigilancia epizootiolégica de Bahia Esperanza durante 3 afios consecutivos permitio
determinar diferentes causas de muerte entre las aves del lugar.

Durante la temporada reproductiva 2000-2001 se diagnostic6 Dermatitis Gangrenosa en 2
pingiiinos Adelia y se hallaron aparentes masas tumorales en el espacio interdigital de 2 gaviotas,
lesiones traumdticas en un pingiiino Adelia y prolapso cloacal en un pingiiino Adelia. Es
interesante mencionar que estas aves fueron halladas en diferentes dreas de Bahia Esperanza pero
ninguna de ellas en la zona donde se produjo el brote de Cdlera Aviar.

Durante la temporada reproductiva 2001-2002, solo fue posible diagnosticar lesiones

traumaticas en un ejemplar adulto de skua. Durante la temporada reproductiva 2002-2003, se



hallaron 2 pingiiinos Adelia, 2 pingiiinos papua y una paloma antartica con lesiones traumaéticas.
Ademads, en los pingiiinos papua se encontraron granulomas parasitarios causados por
Cyclophyllideos.

Estos hallazgos demuestran que las aves antdrticas estdn expuestas a diversas
enfermedades cuya expresion no suele ser detectada debido a que habitualmente no se realizan

estudios relacionados con la sanidad de la fauna antartica.

5.6. CONTROL DE COLERA AVIAR EN LA ANTARTIDA

En base a los resultados obtenidos se concluye que un adecuado modelo para el estudio

epizootiolégico de Cdlera Aviar en aves antarticas debe identificar:

a) Los factores que incrementan el riesgo de los hospedadores susceptibles a la infeccion.

b) El reservorio de la enfermedad.

c) Laforma en que la enfermedad es introducida y transmitida en las poblaciones susceptibles.

d) Los eventos que ocurren en las poblaciones afectadas durante una epizootia (dindmica de la
enfermedad).

e) El impacto final de una epizootia.

El conocimiento del ciclo biolégico de un agente infeccioso es fundamental cuando se
pretende seleccionar una estrategia de control. Para ello se debe conocer la forma de transmision
y mantenimiento de la infeccién, como asi también las condiciones ecoldgicas que favorecen la
sobrevida del agente infeccioso.

En la Antértida se desarrollan estudios sobre Monitoreo Ambiental en forma colaborativa
y programada entre los paises miembros del Tratado Antartico. Una de las estrategias para

monitorear el ambiente antdrtico es el andlisis sistemético de la dindmica poblacional de las aves,



el cual es coordinado por la CCAMLR (www.ccamlr.org) y el SCAR. En consecuencia, se vigila
el habitat y las poblaciones de aves antdrticas, aunque no desde el punto de vista sanitario. Por lo
tanto, podria optimizarse el esquema de Monitoreo Ambiental mediante la incorporacién de un
sistema de vigilancia que contemple aspectos epizootioldgicos del Codlera Aviar y otras
enfermedades infecciosas. Mediante un monitoreo programado y sistematico se puede identificar
una epizootia en su comienzo y adoptar medidas practicas para su control. En los dltimos afios, la
CCAMLR creé e implementé un Esquema de Observacion Cientifica Internacional destinado a
reducir la mortalidad de aves asociada a la pesqueria (www.ccamlr.org/pu/E/e_pubs/am/p6.htm).
Este tipo de aportes internacionales podria favorecer la investigacion de enfermedades
infecciosas que afectan a las aves antdrticas durante sus rutas migratorias.

Para el control de Coélera Aviar en aves silvestres se propusieron varias estrategias
(Friend, 1987; Botzler, 1991; Wobeser, 1992), muchas de ellas orientadas a prevenir y reducir la
exposicion de las aves susceptibles a la enfermedad y disminuir la contaminacién de los
ecosistemas acudticos por P. multocida (Friend, 1987). Algunas de las estrategias propuestas
fueron:

a) Recoleccion y andlisis de aves muertas (Friend, 1987).

b) Control del movimiento migratorio de las aves mediante la utilizacién de aviones o sefiuelos
(Friend, 1987).

c) Desinfeccion de los cuerpos de agua dulce (Rosen y Bischoff, 1949).

d) Manipulacién del habitat (Friend, 1987).

e) Tratamiento de las aves con antibidticos (Queen y Quortrup, 1946; Zuydam, 1952).

f) Vacunacion de las aves susceptibles (Samuel et al., 1999, Botzler, 1991).



g) Estrategias combinadas como por ejemplo desinfeccion de charcos e incineracion de carcasas,
huevos y nidos de aves afectadas (Gershman et al., 1964).

En la actualidad y debido a la legislaciéon internacional vigente (Tratado Antartico y
Protocolo de Madrid), solo una de las estrategias propuestas para el control de Cdlera Aviar
puede ser aplicada en la Antartida, la recoleccién y eliminacién de aves muertas. Esta estrategia
podria prevenir grandes pérdidas, ya que las carcasas son una fuente potencial de contaminacion.
Las aves muertas habitualmente contienen una gran cantidad de P. multocida que contribuye a la
contaminacion ambiental (Titche, 1979; Rosen y Bischoff, 1950; Price y Brand, 1984) y pueden
atraer aves carrofieras al lugar contaminado, facilitando la diseminacion de la enfermedad hacia
otros sitios. Por este motivo se debe contemplar un adecuado tratamiento de las carcasas, ya que
su manipulacién también es un factor de riesgo. A pesar de estas consideraciones, la eliminacion
de carcasas no es suficiente para prevenir un brote de Cdélera Aviar y en el futuro se debera
evaluar la aplicacién de otra estrategia combinada o alternativa.

5.7. MONITOREO EPIZOOTIOLOGICO DE AVES ANTARTICAS

La realizacion de investigaciones epizootioldgicas sobre las poblaciones de aves antdrticas es
necesaria para poder estimar la incidencia de enfermedades y mortalidades, como asi también
determinar su origen y los factores de riesgo més frecuentemente involucrados en la transmision
de las mismas. Es importante identificar los agentes etioldgicos existentes para facilitar el
diagndstico de futuras mortandades, como asi también para prevenir el ingreso de enfermedades
exoticas al ecosistema antértico.

El Articulo 4 del Anexo II del Protocolo de Madrid (www.conama.cl/portal/1255/fo-
article-26075.pdf) se refiere a la ‘‘introduccidon de especies, pardsitos y enfermedades no

autdctonas’’ y se destaca que cada Parte debe solicitar que se tomen precauciones para impedir la



introduccién de microorganismos como virus, bacterias, parasitos, y hongos ausentes en la fauna
y flora nativa. En el Apéndice C se describe: “Aves de corral: no se introducirdn aves vivas en la
zona del Tratado Antartico. Antes que las aves preparadas para su consumo sean empaquetadas
para su envio al Area del Tratado Antartico, serdn sometidas a una inspeccién para detectar
enfermedades, como enfermedad de Newcastle, tuberculosis o infeccion por levaduras. Cualquier
ave o partes de un ave no consumidas deberdn ser retiradas del Area del Tratado Antartico o
destruidas por incineracién o medios equivalentes que eliminen los riesgos para la fauna y flora
nativas’’

En la actualidad y como se mencioné a lo largo de este trabajo, los conocimientos sobre
microorganismos patdgenos presentes en la fauna nativa son muy escasos e inclusive varias
enfermedades infecciosas podrian afectar a las aves antérticas aunque todavia no fueron
descriptas. Por lo tanto y a diferencia de lo enunciado en el Articulo 4 del Anexo II del Protocolo
de Madrid, no es posible prevenir eventos de los cuales no se tiene conocimiento. Se considera
necesaria la enmienda del Apéndice C del Anexo Il mediante la ampliacion de la lista de agentes
infecciosos que no deberian ingresar al Area del Tratado Antartico, incluyendo a los
microorganismos que afectan a las aves antdrticas y a las aves silvestres en general. Entre ellos se
encuentra P. multocida, agente etiolégico de Cdlera Aviar. Inclusive, en el mismo Apéndice se
menciona que las aves domésticas destinadas al consumo humano deben estar libres de
infecciones por levaduras. Las infecciones por levaduras son infrecuentes en aves domésticas y
nunca fueron descriptas en aves antdrticas. Por lo tanto se considera que el Apéndice C, ademds
de incluir los microorganismos patdégenos para aves silvestres, debe ser actualizado segin las

investigaciones realizadas en los tltimos afios.



En el 1A% Comité de Proteccién Ambiental (CEP)
(www.cep.ag/MediaLibrary/asset/Medialtems/ml_376375567013889_wpone.pdf) se presentd el
Primer Informe sobre Revision y Valoraciéon de Riesgo, realizado por el Grupo de Contacto
Intersesional Permanente sobre las Enfermedades de la Fauna Antértica. EI mencionado Grupo
estuvo coordinado por Australia y conformado por representantes de la ASOC, IAATO, Italia,
Noruega y Suecia. Se proporciond una revision sobre los agentes etiologicos que podrian afectar
a la fauna antértica y se realizé una valoracion del riesgo de las actividades humanas. Con el
objetivo de reducir el impacto humano se propusieron medidas pricticas para evitar la
introduccién de agentes infecciosos al Area del Tratado Antdrtico. Asimismo, se propusieron
medidas pricticas para determinar la causa de la mortalidad de animales antarticos.

Entre las actividades realizadas por el hombre fuera del Area del Tratado Antértico y
consideradas de riesgo se mencionaron las siguientes: viajes internacionales, visitas a granjas,
mataderos, y plantas procesadoras de alimentos; visitas a zooldgicos y bioterios; y liberacion de
animales cautivos. Entre las actividades realizadas por el hombre dentro del Area del Tratado
Antértico se enumeraron las siguientes: importacion de equipamiento y vehiculos; importacion de
plantas y animales no autéctonos; importacion de comida; eliminacién de residuos; tratamiento
de efluentes; basura de cocina; alimentacion de la fauna antartica; campamentos; visitas y trabajo
con animales de diferentes colonias; turismo; cebo de pesca; y hallazgos de mortalidades
inusuales de animales antarticos.

En el Informe presentado al CEP se sugiere que la transmision de enfermedades
infecciosas a la fauna antartica podria estar vinculada a las condiciones ambientales y a la
conducta de las aves. Ademds, se sugiere que algunas aves antdrticas pueden infectarse o

enfermarse en sus rutas migratorias, ya que podrian alimentarse en dreas contaminadas como



basurales o efluentes humanos. Inclusive, se sugirié que las gaviotas son las aves mds propensas a
enfermarse en los basurales debido a su familiarizacién con el ser humano, y que las aves
carrofieras podrian contraer una enfermedad infecciosa al alimentarse de animales enfermos o
agonizantes.

En el presente trabajo se demostrd que las gaviotas que arribaron a Bahia Esperanza en el
verano 2000-2001 fueron mads resistentes al Célera Aviar y que la transmisioén de la enfermedad
en skuas y pingiiinos Adelia se produjo por el consumo de agua dulce contaminada con P.
multocida. Ademas, se demostrd que el comportamiento, la especie y la edad de las aves fueron
variables predisponentes para la manifestacion del Colera Aviar. Por lo tanto, se demostraron
algunas de las sugerencias mencionadas en el Informe sobre Revision y Valoracién de Riesgo
presentado en el IV CEP.

Este trabajo es un antecedente para establecer e implementar futuras medidas de
vigilancia, monitoreo, prevencién y control de las enfermedades que afecten a la fauna antartica,
las cuales podran utilizarse como parametro bioldgico para evaluar y preservar el estado sanitario

del ecosistema antartico.



6. CONCLUSIONES

6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

Se realizé el primer trabajo de vigilancia epizootioldgica en un drea definida de la

Antartida, en el cual durante 20 afios se observaron mortalidades inusuales de aves.

Durante los veranos 1999-2000 y 2000-2001, el Cdélera Aviar fue la causa primaria de la

mortalidad de aves en Bahia Esperanza.

Las especies implicadas en el brote de Codlera Aviar fueron pingiiino Adelia, skua y

gaviota cocinera.

En los pingiiinos Adelia la distribuciéon de muertes por Cdélera Aviar fue similar a una
curva temporal epizodtica de tipo puntual. Si bien estas aves presentaron un cuadro agudo
de la enfermedad, la mortalidad por Célera Aviar fue muy baja. No se pudo evaluar el
verdadero impacto de la enfermedad en esta poblacion debido a que las aves comenzaron

a migrar en febrero del afio 2001, cuando ain no habia finalizado la epizootia.

En los skuas se observé una curva temporal epizodtica de tipo propagativo. Durante el
verano 2000-2001 los adultos no reproductivos fueron los tnicos skuas afectados por
Colera Aviar y durante los veranos 2001-2002 y 2002-2003 no murieron aves por esta
enfermedad. La poblacion de skuas fue la mds afectada por Célera Aviar y no presentd
una buena capacidad de reposicion de individuos. Sin embargo, al comparar el resultado

de los censos poblacionales obtenidos durante los 3 veranos de vigilancia epizootiolégica
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se observé un aumento gradual en el nimero total de skuas, principalmente en adultos no

reproductivos.

Las gaviotas cocineras originaron la epizootia de Codlera Aviar en Bahia Esperanza
durante el verano 2000-2001. Los hallazgos de necropsia permitieron confirmar que las
gaviotas cocineras fueron mads resistentes a la enfermedad, ya que presentaron Codlera
Aviar crénico. De la cavidad bucofaringea de estas aves se aislaron 2 cepas de P.
multocida idénticas a las aisladas de skuas muertos durante el brote de Célera Aviar en
Bahia Esperanza en la temporada reproductiva 1999-2000. La poblacién de gaviotas
cocineras estables no fue afectada durante la temporada reproductiva 2000-2001 y se
mantuvo constante durante los 3 afios de vigilancia epizootioldgica. Una posible
explicacion a este hallazgo es que la poblacién de gaviotas cocineras haya padecido
Colera Aviar y que las aves que sobrevivieron a la enfermedad hayan alcanzado un

equilibrio con la bacteria convirtiéndose en portadoras de P. multocida.

La edad de las aves estuvo asociada estadisticamente con la presentacion de Cdlera Aviar
en Bahia Esperanza, sin embargo se concluye que el comportamiento de las gaviotas
cocineras y de los skuas no reproductivos fue un factor predisponente para la presentacion
de la enfermedad. Durante el periodo de vigilancia epizootioldgica, distintos lugares de
Bahia Esperanza presentaron las condiciones ambientales adecuadas para la sobrevida de
P. multocida, pero el brote de Colera Aviar se desencadené en el verano 2000-2001,

cuando las gaviotas cocineras y los skuas no reproductivos se agruparon alrededor de
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cuerpos de agua dulce, combinando el medio ambiente propicio, el hospedador

susceptible y el agente etioldgico.

Los cuerpos de agua dulce fueron la fuente de diseminacién y transmisién de P. m.
gallicida tipo A:1 a las aves de Bahia Esperanza. Por primera vez se aisld, caracterizé y
subtipificé una cepa de P. multocida proveniente de agua ambiental durante un brote de
Colera Aviar. Ademads, se demostré que el agua de los charcos en torno a los que se
asentaron las aves durante el verano 2000-2001 presentaban las condiciones fisicas y

quimicas 6ptimas para la sobrevida de la bacteria.

Se demostré que P. m. gallicida, tipo capsular A y serotipo somdtico 1, fue el tUnico
fenotipo que circulé en Bahia Esperanza durante los veranos 1999-2000 y 2000-2001.
Todas las cepas de P. multocida aisladas en Bahia Esperanza fueron susceptibles a los

antibidticos probados, sentando un importante precedente en el drea.

Hasta el presente no se habian caracterizado a nivel de subespecie, biotipo, tipo capsular y
serotipo somatico, cepas de P. multocida aisladas de animales domésticos de cria
intensiva provenientes de la Argentina. Se considera que para establecer la frecuencia de
las distintas subespecies y biotipos de P. multocida en animales domésticos criados en la
Argentina es necesario analizar un mayor nimero de cepas en el marco de estudios

epidemioldgicos.
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Se comprob6 que Apal-PFGE es una técnica apropiada para establecer la relacién clonal
de cepas de P. multocida en el contexto de estudios epidemioldgicos. Sobre un total de 41
cepas analizadas Apal-PFGE present6 mayor poder discriminatorio que ERIC-PCR

(D=0,98 contra D=0,90).

Los brotes de Cdlera Aviar ocurridos durante los veranos 1999-2000 y 2000-2001 en
Bahia Esperanza, fueron ocasionados por un unico clon de P. multocida definido
mediante distintas técnicas de subtipificacion molecular. Las cepas de P. m. gallicida
aisladas en Bahia Esperanza y la cepa aislada de un petrel gigante del sur muerto en las
Islas Shetland del Sur, presentaron el mismo patrén molecular por ERIC-PCR, Apal- y
Smal-PFGE, por lo cual es posible asumir que estas cepas tuvieron un origen comun. Las
cepas de P. multocida aisladas en la Antartida afectaron a diferentes especies aviares
(petrel gigante del sur, gaviota cocinera, skua, y pingiiino Adelia), en distintos sitios
geograficos (Bahia Esperanza e Isla 25 de Mayo) y durante dos afios consecutivos (2000 y
2001). Estas caracteristicas indican una remarcada estabilidad genética de las cepas, las

cuales pudieron persistir en un reservorio a través del tiempo.

Las variables climdticas: temperatura ambiental, precipitaciones (nieve y lluvia) y viento
no estuvieron asociadas a la mortalidad de aves durante el verano 2000-2001 en Bahia

Esperanza.

Las aves antarticas estdn expuestas a diversas enfermedades cuya expresién no suele ser

detectada debido a que habitualmente no se realizan estudios relacionados con la sanidad
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de la fauna antértica. Sin embargo, durante la temporada reproductiva 2000-2001 en
Bahia Esperanza, se realizé el diagnéstico diferencial sobre las carcasas de las aves que
murieron por Codlera Aviar y no se diagnostico Aspergilosis, Micoplasmosis,
Salmonelosis, Coligranuloma, Influenza Aviar, Enfermedad de Newcastle,
Laringotraqueitis, ni Bronquitis Infecciosa. De algunas carcasas se aislé T. microsporus,
E. tarda y E. coli enteropatdégeno, aunque se puede considerar que la baja incidencia de

estos microorganismos no predispuso a las aves para contraer Colera Aviar.

Colera Aviar es una enfermedad exdgena para la Antartida. En la actualidad y debido a la
legislacion internacional vigente (Tratado Antértico y Protocolo de Madrid), solo una de
las estrategias propuestas para el control de Colera Aviar puede ser aplicada en la

Antértida, la recoleccién y eliminacion de aves muertas.

Se considera necesaria la enmienda del Apéndice C del Anexo II mediante la ampliacion
de la lista de agentes infecciosos que no deberian ingresar al Area del Tratado Antartico,
incluyendo a los microorganismos que afectan a las aves antdrticas y a las aves silvestres
en general. Entre ellos se encuentra P. multocida, agente etiologico de Célera Aviar. Se
considera que el Apéndice C, ademads de incluir los microorganismos patégenos para aves
silvestres, debe ser actualizado segtin las investigaciones realizadas en la Antartida en los

ultimos afos.

El esquema de Monitoreo Ambiental desarrollado por CCAMLR podria optimizarse

mediante la incorporacion de un sistema de vigilancia que contemple aspectos
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epizootioldgicos del Cdlera Aviar y otras enfermedades infecciosas. Mediante un
monitoreo programado y sistematico se podra identificar una epizootia en su comienzo y

adoptar medidas practicas para su control.

En el presente estudio epizootioldgico de Cdlera Aviar en aves antarticas se identificaron:
a) los factores que incrementaron el riesgo de las aves susceptibles a la infeccidn, b) el
reservorio de la enfermedad, c¢) la forma en que la enfermedad fue introducida y
transmitida en las poblaciones susceptibles, d) los eventos que ocurrieron en las
poblaciones afectadas durante la epizootia (dindmica de la enfermedad), y e) el impacto
final de la epizootia. Estas son algunas de las pautas para el estudio de las enfermedades
que afectan a la fauna antartica propuestas en forma teérica en el IV Comité de Proteccion
Ambiental (CEP) que present6 el Primer Informe sobre Revisién y Valoracion de Riesgo,
realizado por el Grupo de Contacto Intersesional Permanente sobre las Enfermedades de

la Fauna Antartica.

El presente trabajo es un antecedente para establecer e implementar futuras medidas de
vigilancia, monitoreo, prevencion y control de las enfermedades que afecten a la fauna
antdrtica, las cuales podrén utilizarse como parametro bioldgico para evaluar y preservar

el estado sanitario del ecosistema antartico.
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Tabla 1. Identificacion de las subespecies de Pasteurella multocida segin Koneman et al. (1999)

Subespecie
Propiedades bioquimicas

multocida septica gallicida

Hemolisis - - -
Oxidasa + + +
Catalasa + + +

Crecimiento en agar MacConkey

Produccion de indol + + +
Reduccién de nitrato + + +
Ureasa - - -
Ornitina decarboxilasa + + +
Fermentacion de glucosa + + +

Fermentacién de maltosa - - -

Fermentacion de lactosa - -

v
Fermentacion de galactosa + + +
Fermentacion de xilosa v + +
Fermentacién de manitol + + +
Fermentacion de trehalosa v + -
Fermentacion de arabinosa - - v
Fermentacion de sorbitol + - +
Fermentacion de dulcitol - - +

+: positivo, -: negativo, v: variable



Tabla 2. Cuerpos de agua dulce analizados durante los afios 2001, 2002 y 2003 en Bahia

Esperanza.

Cuerpo de Aporte organico Presencia de Distancia Tamafo Aves halladas muertas
agua dulce dela colonia de aves voladoras* del mar (m) en torno al cuerpo de
pingiiinos Adelia (m) agua dulce

51 pingiiinos, 3 gaviotas,

, Si Si (2001) 30 2x 15 23 skuas (2001)
51 pingiiinos, 3 gaviotas,
2 s Si (2001) 30 4x2 23 skuas (2001)
3 No No 100 30 x 20 )
. 13 skuas,
Si Si (2000) 100 10x 10 2 gaviotas (2000)
5 No No 300 200 x 100 )
6 Si Si (1997) 600 30 x 20 23 skuas (1997)
, . \o 40 4x2 )
12 skuas (1981)
3 Si Si(1981y1990) 900  300x 150 38 skuas (1990)
10 Si No 400 50 x 50 )
1 Si No 100 7x7 )
2 Si No 150 5x5 )

* Durante los veranos 2001-2002 y 2002-2003 las aves voladoras se agruparon en torno a

chorrillos de deshielo



Tabla 3. Identificacion de los biotipos de Pasteurella multocida segiin Fegan et al. (1995).

Propiedades Biotipos

bioquimicas

ODC + + + + + + + + - +

Fermentacion de
arabinosa
Fermentacion de
dulcitol
Fermentacion de
maltosa
Fermentacion de
sorbitol
Fermentacion de
trehalosa
Fermentacion de
xilosa

subespecie m m m m ? ? s Z m K

ODC: ornitina decarboxilasa, +: positivo, -: negativo, m: P. m. multocida, s: P.
m. septica, g: P. m. gallicida, !: desconocido



Tabla 4. Secuencia de los oligonucledtidos utilizados en la técnica de PCR miuiltiple para

determinar el tipo capsular de Pasteurella multocida.

Tipo
Amplicon  Posicion en
gen nombre Secuencia (5’-3’)
capsula (bp) el genoma
r
KMTIT7 ATCCGCTATTTACCCAGTGG 460
Todos KMTI
KMTI1SP6 GCTGTAAACGAACTCGCCAC
CAPA-FWD TGCCAAAATCGCAGTCAG 1044 8846-8863
A hyaD-hyaC
CAPA-REV TTGCCATCATTGTCAGTG 9890-9873
CAPB-FWD CATTTATCCAAGCTCCACC 760 13621-13603
B bchD
CAPB-REV GCCCGAGAGTTTCAATCC 12863-12880
CAPD-FWD TTACAAAAGAAAGACTAGGAGCCC 657 3142-3165
D dcbF
CAPD-REV  CATCTACCCACTCAACCATATCAG 3789-3766
CAPE-FWD TCCGCAGAAAATTATTGACTC 511 4387-4408
E ech]
CAPE-REV GCTTGCTGCTTGATTTTGTC 4899-4881
CAPF-FWD  AATCGGAGAAACGCAGAAATCAG 851 2881-2896
F febD
CAPF-REV TTCCGCCGTCAATTACTCTG 3733-3714




Tabla 5. Antimicrobianos utilizados para determinar la susceptibilidad de las cepas de

Pasteurella multocida.

Antimicrobiano

Ampicilina

Cefalotina

Estreptomicina

Gentamicina

Ceftiofur

Enrofloxacina

Tetraciclina

Tilosina

Aivlosin

Tiamulina

Florfenicol

Potencia

(%)

93,5

93,5

71,8

63,1

96,8

96,5

98

93,45

83

100

99,6

Pesada

(gr)

10,7

10,7

13,9

15,9

10,3

10,4

10,2

10,7

12

10

10

Solvente
(1 ml)

Buffer Fosfato
pH 8
Buffer Fosfato
pHO6

Agua Destilada

Agua Destilada

Agua Destilada

AD + NaOH

Agua Destilada

Etanol
Agua Destilada

Etanol

Etanol

Diluyente
(9 ml)

Buffer Fosfato
pHO6

Agua Destilada

Agua Destilada

Agua Destilada

Agua Destilada

Agua Destilada

Agua Destilada

Agua Destilada
Agua Destilada

Agua Destilada

Agua Destilada

Rango
pg/ ml

0,5-64

0,5-64

1-128

1-128

0,25-32

0,06 -8

0,5-64

2-256

4-512

2-256

0,5-64

Punto de
corte
<8(S)
16 (I)
>32(R)
<8(S)
16 (I)
>32(R)
<32(S)
>32(R)
<4 (S)
8 (D
>16 (R)
<2(S)
4 (I
>8 (R)
<0.25(S)
0.5/1 (I)
>2(R)
<8(S)
16 (I)
>32(R)

<16 (S)
>32 (R)
<2(S)
4 (I)
> 8 (R)




Tabla 6. Cepas de Pasteurella multocida de diferente origen.

Identificacion Origen Afo
SK P 2000 Skua Bahia Esperanza 2000
SK P 2000 Skua Bahia Esperanza 2000

Petrel Petrel gigante del sur Shetland del Sur 2000
S1 Pollo NADC X-73 -
S2 Bisonte NADC M-1404 -
S3 Pavo NADC P-1059 -
S4 Pavo NADC P-1662 -
S5 Pavo NADC P-1702 -
S6 Pollo NADC P-2192 -
S7 Gaviota NADC P-1997 -
S8 Puercoespin NADC P-1581 -
S9 Pavo NADC P-2095 -

S10 Pavo NADC P-2100 -
S11 Cerdo NADC P-903 -
S12 Humano NADC P-1573 -
S13 Humano NADC P-1591 -
S14 Bovino NADC P-2225 -
S15 Pavo NADC P-2237 -
S16 Pavo NADC P-2723 -
ATCC Bovino ATCC 51689 -
001 Gallina Gran Bs As 2000
002 Gallina INTA 1159 -
004 Gallina S M del Monte 1998
005 Gallina Zarate 1999
006 Gallina Rosario 1995
009 Gallina Entre Rios 1998
010 Gallina Colén Bs As 1997
011 Gallina Zarate 1983
013 Gallina S M del Monte 1985
003 Gallina Uruguay 2001

B-82 Gallina Australia -
Cl1 Cerdo Zarate 2000
Cc2 Cerdo Brandsen 2000
C3 Cerdo Pipinas 2000
C4 Cerdo La Plata 2002
C5 Cerdo - -
C6 Cerdo Pipinas 2000
Cc7 Cerdo La Plata 2002
C8 Cerdo Bavio -
Cco9 Cerdo S A de Areco 2000

C10 Cerdo Roque Perez 2002




Tabla 7. Caracteristicas fisicas, quimicas, organolépticas y aislamiento de Pasteurella multocida

de los cuerpos de agua dulce de Bahia Esperanza durante el verano 2000-2001.

Cuerpo H Salinidad Temperatura Turbidez Caracteristicas Pasteurella  Asentamiento
de agua (gh) °O) organolépticas multocida de aves

1 7 8,73 5 ++ inolora / incolora + si

2 7 8,87 3 ++ inolora / incolora - si

3 6 0,55 3 - inolora / incolora - no

4 6 0,64 3 - inolora / incolora - no

5 6 0,05 1 - inolora / incolora - no

6 7 1,98 1.5 it olor a materia fecal ) o
color verde

olor a materia fecal

7 7 3,86 1 ++++ . - no
color naranja

8 6 0,09 1 + inolora / incolora - no

9 8 3,67 1 it olor a materia fecal ] .
color naranja

10 6 1,94 1 ++ inolora / incolora - no

-: translicida, +: moderadamente turbia, ++: turbia, +++: muy turbia, ++++: excesivamente turbia



Tabla 8. Caracteristicas fisicas, quimicas, organolépticas de los cuerpos de agua dulce de Bahia

Esperanza durante el verano 2001-2002.

Cuerpo Salinidad Temperatura . caracteristicas Asentamiento
de agua pH (gh) “C) Turbidez organolépticas de aves

1 7 6,32 3 ++ inolora / incolora no

2 7 5,97 3 ++ inolora / incolora no

3 6 0,45 3 - inolora / incolora no

4 6 0,73 3 - inolora / incolora no

5 6 0,05 1 - inolora / incolora no

6 7 243 5 +pq Olora matena/fecal o
color marrén

olor a materia fecal

7 7 2,93 7 ++++ . no
color naranja

8 6 0,17 1 - inolora / incolora no

9 7 3,15 7 4+ olor a materia feca] o
color naranja

10 6 2,35 5 ++ Inolora / incolora no

-: transldcida, +: moderadamente turbia, ++: turbia, +++: muy turbia, ++++: excesivamente turbia



Tabla 9. Caracteristicas fisicas, quimicas, organolépticas y aislamiento de Pasteurella multocida

de los cuerpos de agua dulce de Bahia Esperanza durante el verano 2002-2003.

Cuerpo

de agua
3 6
4 6
5 6
6 7
7 6,5
8 6
9 6,5
10 6
11 7
12 7.5

(g
0,37

0,39
0,08
3,85
2,88
0,14
3,67
2,58
7,32

6,26

Salinidad Temperatura
(°O)

5
5
2
5

0,5

Turbidez

+++

++++

++++

++

—+

caracteristicas
organolépticas

inolora / incolora
inolora / incolora

inolora / incolora

olor a materia fecal
color marrén

olor a materia fecal
color naranja

Inolora / incolora

olor a materia fecal
color naranja

inolora / incolora

inolora / incolora

inolora / incolora

Pasteurella
multocida

Asentamiento
de aves

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no

-: transldcida, +: moderadamente turbia, ++: turbia, +++: muy turbia, ++++: excesivamente turbia



Tabla 10a. Datos climéticos del mes de enero del aiio 2001 en Bahia Esperanza.

Temperatura ambiental (°C)  Precipitaciones .
dia Lluvia Nieve Viento
Maxima Minima Promedio (km/h)
(mm) (cm)
1 0,1 -4.,0 -2,0 0,0 0,0 44
2 3.4 -3,8 -0,2 0,0 0,0 47
3 1,4 -2,6 -0,6 1,4 0,0 40
4 2,2 -1,0 -0,6 3,1 2,0 27
5 3,1 -3,2 -0,1 0,0 0,0 27
6 3.8 -3,0 0,4 0,0 0,0 27
7 5.9 -0,6 2,7 0,0 0,0 28
8 5.8 1,1 3,5 0,0 0,0 37
9 2.4 -2,0 0,2 0,0 0,0 16
10 1,7 -2,0 -0,3 1,8 0,0 24
11 33 -0,8 1,3 0,0 0,0 20
12 4,4 0,0 2,2 0,0 0,0 34
13 4,5 -0,6 2,0 0,0 0,0 37
14 4,2 -1,2 1,5 0,2 3,0 40
15 4,7 -0,5 2,1 9,3 3,0 23
16 2,1 -1,0 0,6 0,0 0,0 60
17 4,3 -1,6 1,4 0,0 0,0 60
18 4,8 -0,1 2,4 0,1 0,0 60
19 4,8 0,4 2,6 0,0 0,0 80
20 34 0,3 1,9 0,6 0,0 38
21 3,5 -1,0 1,3 0,0 0,0 58
22 2,8 -1,1 0,9 15,5 0,0 12
23 3,6 -1,0 1,3 24 13,0 33
24 5,1 -1,2 2,0 1,2 0,0 8
25 3.8 -1,1 1,9 0,0 0,0 30
26 3,2 -2,2 0,5 0,2 0,6 24
27 1,3 -1,6 -0,2 0,1 0,0 34
28 1,4 -1,7 -0,2 4,7 0,0 32
29 2,5 -1,6 0,5 0,0 8,0 66
30 -2,7 -4,0 -3,4 2,5 2,0 80
31 -1,0 -4,0 -2,5 0,0 0,0 62




Tabla 10b. Datos climaticos del mes de febrero del afio 2001 en Bahia Esperanza.

Temperatura ambiental (°C)  Precipitaciones ;
, . A Viento
dia . Minima promedio Lluvia  Nieve (km/h)
Mdxima (mm) (cm)
1 3,2 -3,6 -0,2 0,0 0,0 31
2 3,3 -1,6 0,9 0,2 0,0 40
3 -0,5 2,7 -1,6 0,2 0,0 98
4 -0,9 -3,2 2,1 1,4 0,0 98
5 -0,4 -3,5 -2,0 1,3 1,0 100
6 -2,8 -4,3 -3,6 0,5 3,0 82
7 0,2 -3,0 -1,4 0,0 2,0 24
8 0,9 2,7 -0,9 12,4 12,0 12
9 2,3 2,1 0,1 1,7 9,0 24
10 2,1 -4,2 -3,2 0,0 0,0 100
11 -3,2 -5,3 43 0,0 0,0 130
12 -0,8 -4,7 -2,8 0,0 0,0 110
13 4,0 -1,3 1,4 0,0 0,0 40
14 4,8 0,1 2,5 0,3 0,0 46
15 2,7 -1,5 0,6 0,0 0,0 12
16 2,3 -2,0 0,2 0,0 0,0 24
17 -0,2 -5,0 -2,6 0,0 0,0 100
18 0,7 -3,8 -1,6 0,0 0,0 60
19 -0,2 4,1 2,2 0,0 0,0 60
20 -1,0 -4.,5 -2,8 0,0 0,0 40
21 -1,3 -4,0 2,7 0,0 0,0 40
22 -3,7 -6,8 -5,3 0,0 0,0 40
23 -3,0 -7,1 -5,1 0,0 0,0 32
24 2,1 -5,2 -1,6 0,0 0,0 6
25 7,0 -3.1 2,0 1,0 0,0 42
26 2,7 0,0 1,4 2,5 0,0 24
27 2,1 -1,7 0,2 0,0 0,0 48
28 0,6 -5,0 2,2 0,0 0,0 41




Tabla 11a. Datos climéticos del mes de enero del aiio 2002 en Bahia Esperanza.

Temperatura ambiental (°C)  Precipitaciones .
dia Lluvia Nieve Viento
Maxima Minima promedio (km/h)
(mm)  (cm)
1 3.9 1,0 2,5 11,8 0,0 42
2 3,1 -1,2 1,0 0,0 0,0 12
3 2,2 -1,6 0,6 5.5 0,0 55
4 3.4 -0,4 1,5 0,6 0,0 42
5 3,5 0,2 1,9 0,8 0,0 16
6 2,8 -1,8 0,5 0,0 0,0 33
7 2,1 -1,0 0,6 2,5 0,0 50
8 2,4 -1,2 0,6 0,0 3,0 107
9 1,5 -0,6 0,5 0,0 0,0 33
10 1,8 -1,4 0,2 0,0 0,0 74
11 2,5 -1,7 1,7 0,0 0,0 107
12 3,0 -1,2 0,9 2,2 0,0 39
13 2,9 -0,8 1,1 0,7 0,0 16
14 3,2 -0,4 1,4 0,5 0,0 118
15 2.4 0,2 1,3 0,0 0,0 105
16 34 0,5 2,0 0,3 0,0 37
17 4,5 0,7 2,6 0,0 0,0 74
18 3.8 -0,2 1,8 0,0 0,0 66
19 1,8 0,2 1,0 0,0 0,0 74
20 2,0 -0,1 1,0 1,5 0,0 92
21 2,5 -1,0 0,8 0,0 0,0 74
22 1,8 -1,2 0,3 0,0 0,0 118
23 3,5 2,1 0,7 0,0 0,0 33
24 2,7 -0,5 1,1 9,8 0,0 55
25 0,0 -2,6 -1,3 1,1 3,0 72
26 2,2 -2,0 0,1 0,2 0,0 74
27 1,1 -0,5 0,3 0,0 0,0 20
28 3,2 -0,8 1,2 0,0 0,0 55
29 3,0 0,8 1,9 0,0 0,0 20
30 2,8 -0,2 1,3 0,0 0,0 20
31 0,6 -2,9 -1,2 0,0 0,0 24




Tabla 11b. Datos climaticos del mes de febrero del afio 2002 en Bahia Esperanza.

Temperatura ambiental (°C)  Precipitaciones .
dia Lluvia Nieve Viento
Maxima Minima promedio (km/h)
(mm) (cm)
1 2,2 -0,8 0,7 18,8 0,0 22
2 2,3 -1,5 0,4 0,0 0,0 20
3 3,5 0,1 1,8 0,0 0,0 40
4 3,0 0,0 1,5 0,0 0,0 68
5 1,9 -4,2 -1,2 3,0 0,1 74
6 3,2 -1,0 1,1 0,0 0,0 40
7 32 -1.4 0,9 0,0 0,0 55
8 3.9 0,3 2,1 0,0 0,0 107
9 3.8 -0,2 1,8 0,0 0,0 109
10 2.9 0,1 1,5 0,0 0,0 68
11 4,0 0,0 2,0 0,0 0,0 74
12 4,2 0,0 2,1 5,0 3,0 110
13 4,5 -0,6 2,0 4,0 3,0 78
14 4,0 -1,0 1,5 0,0 0,0 100
15 4,2 -0,5 1,9 0,0 0,0 133
16 2,7 -1,2 0,8 0,0 0,0 46
17 4,5 -1,3 1,6 0,0 0,0 100
18 4.4 -0,2 2,1 5,0 0,0 48
19 4,1 0,3 2,2 2,0 8,0 79
20 3,0 0,3 1,7 0,0 0,0 63
21 3,2 -1,2 1,0 0,0 0,0 92
22 2,5 -1,0 0,8 2,0 0,0 41
23 3.8 -1,0 1,4 1,0 0,0 70
24 4,5 -1,1 1,7 0,0 0,0 61
25 3,2 -1,2 1,0 0,0 0,0 96
26 3,0 -2,0 0,5 0,0 0,0 80
27 1,3 -1,0 0,2 0,0 0,0 40
28 1,2 -1,5 -0,2 0,0 0,0 48




Tabla 12a. Datos climéticos del mes de enero del aiio 2003 en Bahia Esperanza.

Temperatura ambiental (°C)  Precipitaciones .
dia Lluvia Nieve Viento
Maxima Minima promedio (km/h)
(mm)  (cm)
1 9,9 1,0 5,3 0,0 0,0 37
2 6,1 -1,6 2,1 0,0 0,0 41
3 4,2 0,2 1,9 0,0 0,0 18
4 4.4 2,4 1,7 2,0 0,0 44
5 5.5 0,2 2,0 0,0 0,0 41
6 2,2 -1,5 0,3 0,0 0,0 18
7 2,6 -0,8 0,5 7,0 3,0 22
8 1,6 -1,5 -0,4 4,0 1,5 74
9 0,5 -1,6 -0,7 3.5 3,5 59
10 0,8 -1,6 0,4 0,0 0,0 70
11 3,5 -0,7 -1,0 5,0 0,1 18
12 3,6 -0,8 1,4 0,0 0,0 33
13 2,8 0,4 1,4 0,0 0,0 6
14 4,2 0,4 1,6 0,0 0,0 15
15 1,2 0,0 1,5 0,0 0,0 11
16 4,2 0,4 1,4 0,0 0,0 33
17 5.5 -0,7 2,3 0,0 0,0 18
18 4,0 -0,8 1,3 0,0 0,0 37
19 2,0 0,0 0,5 0,0 0,0 37
20 1,8 -0,2 0,5 0,0 0,0 33
21 2,8 -1,1 0,6 0,0 0,0 37
22 1,0 -0,6 -0,2 0,0 0,0 33
23 4.4 2,4 1,4 0,0 0,0 22
24 4,7 -0,5 2.4 0,0 0,0 18
25 0,2 -1,2 -0,4 0,0 0,0 28
26 1,6 2,4 -0,3 1,0 3,0 22
27 0,1 -0,8 -0,3 6,0 9,0 18
28 2,0 -0,6 0,5 0,0 0,0 18
29 1,2 0,0 0,4 2,0 5,0 17
30 1,4 -0,8 -0,2 2,0 4,0 15
31 1,6 -0,9 -0,1 0,0 0,0 18




Tabla 12b. Datos climaticos del mes de febrero del afio 2003 en Bahia Esperanza.

Temperatura ambiental (°C)  Precipitaciones .
dia Lluvia Nieve Viento
Maxima Minima promedio (km/h)
(mm)  (cm)
1 4,8 -0,4 1,0 0,0 0,0 18
2 0,3 -3,7 -1,9 0,0 0,0 11
3 5,0 2,2 1,6 3,0 0,4 44
4 2,3 0,1 0,3 0,0 0,0 59
5 1,4 -1,0 0,2 2,0 0,1 65
6 2,3 -2,3 -0,3 0,0 0,0 22
7 5,0 -0,7 2,3 2,0 0,0 48
8 2,7 0,2 1,1 1,0 0,0 46
9 1,6 -1,0 -0,2 0,0 0,0 63
10 2,3 -2,2 0,3 3,0 0,0 37
11 4.4 -0,8 1,8 3.5 0,0 22
12 2,0 -1,1 -0,1 3,0 0,1 28
13 0,8 2,4 -0,8 1,0 0,0 59
14 2,7 -1,5 0,4 0,0 0,0 65
15 5,2 1,4 2,7 1,0 0,1 107
16 6,7 3.3 4,6 0,0 0,0 70
17 4,0 -0,2 2,3 0,0 0,0 18
18 2,2 0,4 0,8 1,0 0,1 18
19 8.4 0,2 3.8 0,0 0,0 44
20 9,8 0,6 3,9 1,0 0,2 95
21 6,0 1,6 3,2 0,0 0,0 66
22 6,0 0,9 2,8 0,0 0,0 33
23 7,0 1,3 3,2 0,0 0,0 41
24 7,8 3.8 4,9 0,0 0,0 33
25 3,8 -1,8 -0,7 9,0 9,0 44
26 -1,6 -3,2 -2,5 0,0 0,0 78
27 2,7 -3.,8 -3,0 4,0 0,3 33
28 -2,0 -3,9 -2,8 0,0 0,0 70




Tabla 13a. Aves halladas muertas o moribundas entre noviembre del afio 2000 y febrero del afio 2001.

Especie
gaviota cocinera
paloma antartica
pingiiino Adelia
pingiliino Adelia
gaviota cocinera
pingiiino Adelia
gaviota cocinera
pingiiino Adelia
pingiiino Adelia
gaviota cocinera
pingiiino Adelia

skua

skua

skua

skua

skua

skua

skua

skua
pingiiino Adelia
pingiiino Adelia
pingiliino Adelia

skua
pingiiino Adelia
pingiiino Adelia

skua

skua

skua

skua
pingiiino Adelia

skua

skua

skua

skua
pingiiino Adelia
pingiiino Adelia
pingiiino Adelia
pingiiino Adelia
pingiiino Adelia
pingiiino Adelia
pingiiino Adelia
pingiiino Adelia
pingiiino Adelia

Estado
muerto
muerto
muerto
muerto
muerto
muerto
muerto
muerto
muerto
muerto
muerto
moribundo
moribundo
muerto
muerto
muerto
muerto
moribundo
muerto
muerto
muerto
muerto
moribundo
muerto
muerto
muerto
moribundo
muerto
moribundo
muerto
muerto
muerto
muerto
muerto
muerto
muerto
muerto
muerto
muerto
muerto
muerto
muerto
muerto

Edad
AR
AR
AR
AR
Nr
AR
Nr
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
P
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR

Sexo

3

I
~

+0 Oy Oy Oy 40 Oy +0 40 On Oy +O 40 Oy Oy +O 40 40 40 Oy 4O 40 40 Oy +O 40 40 Oy Oy +0 40 40 4O +O 40 40 Oy Oy Oy Oy Oy +O

Causa de la muerte
cambios posmortem
cambios posmortem
prolapso cloacal
Dermatitis Gangrenosa
cambios posmortem
sin lesiones
tumor interdigital
luxacién FTR
sin lesiones
Colera Aviar crénico
Dermatitis Gangrenosa
Célera Aviar subagudo
Célera Aviar subagudo
Célera Aviar subagudo
Célera Aviar subagudo
Célera Aviar subagudo
Célera Aviar subagudo
Célera Aviar subagudo
Célera Aviar subagudo
Célera Aviar agudo
Célera Aviar agudo
Célera Aviar agudo
Célera Aviar subagudo
Célera Aviar agudo
Célera Aviar agudo
Célera Aviar subagudo
Célera Aviar subagudo
Célera Aviar subagudo
Célera Aviar subagudo
Célera Aviar agudo
Célera Aviar subagudo
Célera Aviar subagudo
Célera Aviar subagudo
Célera Aviar subagudo
Célera Aviar agudo
Célera Aviar agudo
Célera Aviar agudo
Célera Aviar agudo
Célera Aviar agudo
Célera Aviar agudo
Célera Aviar agudo
Célera Aviar agudo
Célera Aviar agudo

Lugar del hallazgo

Colonia de pingiiino Adelia

Lago Boeckella

Colonia de pingiiino Adelia
Colonia de pingiiino Adelia

Cuerpo de agua N° 6
Peninsula Esperanza
Faro
Cuerpo de agua N° 6
Centro de la pingiiinera
Cuerpos de agua N° 1y 2
Peninsula Esperanza
Cuerpos de aguaN° 1y 2
Cuerpos de aguaN° 1y 2
Cuerpos de aguaN° 1y 2
Cuerpos de agua N° 1y 2
Cuerpos de agua N° 1y 2
Cuerpos de agua N° 1y 2
Cuerpos de agua N° 1y 2
Cuerpos de agua N° 1y 2
Cuerpos de aguaN° 1y 2
Cuerpos de agua N° 1y 2
Cuerpos de agua N° 1y 2
Cuerpos de aguaN° 1y 2
Cuerpos de agua N° 1y 2
Cuerpos de agua N° 1y 2
Cuerpos de agua N° 1y 2
Cuerpos de agua N° 1y 2
Cuerpos de agua N° 1y 2
Cuerpos de agua N° 1y 2
Cuerpos de agua N° 1y 2
Cuerpos de agua N° 1y 2
Cuerpos de agua N° 1y 2
Cuerpos de agua N° 1y 2
Cuerpos de agua N° 1y 2
Cuerpos de agua N° 1y 2
Cuerpos de aguaN° 1y 2
Cuerpos de aguaN° 1y 2
Cuerpos de aguaN° 1y 2
Cuerpos de agua N° 1y 2
Cuerpos de agua N° 1y 2
Cuerpos de agua N° 1y 2
Cuerpos de agua N° 1y 2
Cuerpos de agua N° 1y 2

Fecha
10/11/2000
11/11/2000
12/11/2000
13/11/2000
15/11/2000
23/11/2000
14/12/2000
20/12/2000
25/12/2000
10/01/2001
12/01/2001
17/01/2001
17/01/2001
17/01/2001
17/01/2001
18/01/2001
18/01/2001
20/01/2001
22/01/2001
22/01/2001
22/01/2001
22/01/2001
23/01/2001
23/01/2001
23/01/2001
25/01/2001
25/01/2001
26/01/2001
26/01/2001
26/01/2001
28/01/2001
28/01/2001
28/01/2001
28/01/2001
28/01/2001
28/01/2001
28/01/2001
28/01/2001
28/01/2001
28/01/2001
28/01/2001
28/01/2001
28/01/2001

d': macho, Q: hembra, AR: adulto reproductivo, Nr: adulto no reproductivo, Pi: pichén. FTR: femoro-

tibio-rotuliana.



Tabla 13b. Aves halladas muertas o moribundas entre noviembre del afio 2000 y febrero del afio 2001.

Nombre vulgar
pingiiino Adelia
pingiiino Adelia
pingiiino Adelia
pingiiino Adelia
pingiiino Adelia
pingiiino Adelia
pingiiino Adelia
pingiiino Adelia
pingiiino Adelia
pingiiino Adelia
pingiiino Adelia
pingiliino Adelia
pingiiino Adelia
pingiiino Adelia
pingiiino Adelia
gaviota cocinera
pingiiino Adelia
pingiiino Adelia
pingiiino Adelia
pingiiino Adelia
pingiiino Adelia
pingiiino Adelia

skua

skua
pingiiino Adelia
pingiiino Adelia
pingiiino Adelia
pingiiino Adelia
pingiiino Adelia
pingiiino Adelia
pingiiino Adelia
pingiiino Adelia
pingiiino Adelia
gaviota cocinera
pingiiino papua

skua

skua

skua

skua

Estado
muerto
muerto
muerto
muerto
muerto
muerto
muerto
moribundo
moribundo
moribundo
moribundo
moribundo
moribundo
moribundo
moribundo
muerto
muerto
muerto
muerto
muerto
muerto
muerto
muerto
muerto
muerto
muerto
muerto
muerto
muerto
muerto
muerto
muerto
muerto
muerto
muerto
muerto
muerto
muerto
muerto

Edad
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
Nr
AR
AR
Pi
Pi
AR
Pi
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
Pi
AR
AR
AR
AR
AR
AR

Sexo

+0 O 4O Oy +O 4O Oy +O 40 40 +O 40 40 Oy Oy Oy Oy 40 O3 +O Oy Oy Oy Oy +0 Oy Oy 40 Oy 40 Oy Oy 40 Oy Oy 40 +O Oy Oy

Causa de la muerte
Célera Aviar agudo
Célera Aviar agudo
Célera Aviar agudo
Célera Aviar agudo
Célera Aviar agudo
Célera Aviar agudo
Célera Aviar agudo
Célera Aviar agudo
Célera Aviar agudo
Célera Aviar agudo
Célera Aviar agudo
Célera Aviar agudo
Célera Aviar agudo
Célera Aviar agudo
Célera Aviar agudo
Colera Aviar crénico
Célera Aviar agudo
Célera Aviar agudo
Célera Aviar agudo
Célera Aviar agudo
Célera Aviar agudo
Célera Aviar agudo
Célera Aviar subagudo
Célera Aviar subagudo
Célera Aviar agudo
Célera Aviar agudo
Célera Aviar agudo
Célera Aviar agudo
Célera Aviar agudo
Célera Aviar agudo
Célera Aviar agudo
Célera Aviar agudo
Célera Aviar agudo
tumor interdigital
sin lesiones
Célera Aviar subagudo
Célera Aviar subagudo
Célera Aviar subagudo
Célera Aviar subagudo

Lugar del hallazgo
Cuerpos de agua N° 1 y 2
Cuerpos de agua N° 1 y 2
Cuerpos de agua N° 1 y 2
Cuerpos de agua N° 1y 2
Cuerpos de agua N° 1y 2
Cuerpos de agua N° 1y 2
Cuerpos de agua N° 1y 2
Cuerpos de agua N° 1 y 2
Cuerpos de agua N° 1 y 2
Cuerpos de agua N° 1 y 2
Cuerpos de agua N° 1 y 2
Cuerpos de agua N° 1y 2
Cuerpos de agua N° 1y 2
Cuerpos de agua N° 1y 2
Cuerpos de agua N° 1y 2

Caleta Aguila
Cuerpos de agua N° 1 y 2
Cuerpos de agua N° 1 y 2
Cuerpos de agua N° 1 y 2
Cuerpos de agua N° 1y 2
Cuerpos de agua N° 1y 2
Cuerpos de agua N° 1y 2
Cuerpos de agua N° 1y 2
Cuerpos de agua N° 1 y 2
Cuerpos de agua N° 1 y 2
Cuerpos de agua N° 1 y 2
Cuerpos de agua N° 1 y 2
Cuerpos de agua N° 1y 2
Cuerpos de agua N° 1y 2
Cuerpos de agua N° 1y 2
Cuerpos de agua N° 1y 2
Cuerpos de agua N° 1 y 2
Cuerpos de agua N° 1 y 2

Peninsula Esperanza

Colonia de pingiiino papua
Cuerpos de agua N° 1y 2

Peninsula Esperanza

Caleta Aguila
Cuerpos de agua N° 1y 2

d': macho, Q: hembra, AR: adulto reproductivo, Nr: adulto no reproductivo, Pi: pichén.

Fecha
28/01/2001
28/01/2001
28/01/2001
28/01/2001
28/01/2001
28/01/2001
29/01/2001
30/01/2001
30/01/2001
30/01/2001
30/01/2001
30/01/2001
30/01/2001
30/01/2001
30/01/2001
31/01/2001
31/01/2001
31/01/2001
31/01/2001
31/01/2001
31/01/2001
31/01/2001
31/01/2001
31/01/2001
01/02/2001
01/02/2001
02/02/2001
02/02/2001
02/02/2001
02/02/2001
02/02/2001
02/02/2001
06/02/2001
07/02/2001
13/02/2001
14/02/2001
18/02/2001
19/02/2001
20/02/2001



Tabla 14. Aves halladas muertas entre noviembre del afio 2001 y febrero del afio 2002.

Especie
skua
gaviota cocinera

pingiiino Adelia
skua
gaviota cocinera
skua
skua
pingiiino Adelia
skua

gaviota cocinera

Estado

muerto
muerto

muerto
muerto
muerto
muerto
muerto
muerto
muerto
muerto

Edad Sexo

AR
AR
AR
Pi
AR
AR
AR
AR
AR
AR

Os Os Oy Oy Ou 40 On 40 Ou+0

Causa de la muerte

fractura expuesta de radio y cubito
sin lesiones

sin lesiones
sin lesiones
sin lesiones
evidentes cambios posmortem
sin lesiones
sin lesiones
sin lesiones
sin lesiones

d': macho, Q: hembra, AR: adulto reproductivo, Pi: pichén.

Lugar del hallazgo
Colonia de pingiiino Adelia
Colonia de pingiiino Adelia

Colonia de pingiiino Adelia
Colonia de pingiiino Adelia
Colonia de pingiiino Adelia
Colonia de pingiiino Adelia
Colonia de pingiiino Adelia
Colonia de pingiiino Adelia
Colonia de pingiiino Adelia
Colonia de pingiiino Adelia

Tabla 15. Aves halladas muertas entre noviembre del aiio 2002 y febrero del afio 2003.

Especie
paloma antdrtica
pingiiino Adelia
pingiiino Adelia
pingiiino Adelia

skua

skua
pingiiino Adelia
pingiiino Adelia
pingiiino papua
pingiiino papua
gaviota cocinera
pingiiino Adelia
pingiiino Adelia

Estado Edad

muerto AR
muerto AR
muerto AR
muerto AR
muerto AR
muerto AR

muerto  Pi
muerto  Pi
AR
AR

muerto  Pi

muerto
muerto

muerto  Pi
muerto Pi

Sexo

)
)
)

Causa de la muerte
traumatismo craneano
sin lesiones
traumatismos multiples
traumatismos multiples
sin lesiones
evidentes cambios posmortem
sin lesiones
sin lesiones
traumatismos, granulomas parasitarios
traumatismos, granulomas parasitarios
evidentes cambios posmortem
sin lesiones
sin lesiones

Lugar del hallazgo
Peninsula Esperanza
Colonia de pingiiino Adelia
Costa Noreste
Costa Noreste
Costa Noreste
Costa Noreste
Colonia de pingiiino Adelia
Colonia de pingiiino Adelia
Colonia de pingiiino papua
Colonia de pingiiino papua
Faro
Colonia de pingiiino Adelia
Colonia de pingiiino Adelia

&' macho, Q: hembra, (-): sexo no determinado, AR: adulto reproductivo, Pi: pichon.

Fecha

15/11/2001
28/11/2001

19/12/2001
30/12/2001
09/01/2002
25/01/2002
27/01/2002
10/02/2002
14/02/2002
19/02/2002

Fecha
24/11/2002
28/11/2002
09/12/2002
10/12/2002
12/12/2002
21/12/2002
27/12/2002
27/12/2002
08/01/2003
08/01/2003
26/01/2003
10/02/2003
10/02/2003



Tabla 16. Caracterizacion fenotipica de 7 cepas de Pasteurella multocida aisladas en la Antértida entre febrero del afio 2000 y

febrero del ano 2001
Petrel gigante del sur ~ Shetland del Sur 2000 si - - + + + - + AD + - + - + + - + + + - m g A 1
Skua (pulmén) Esperanza 200000 si - - + + + - 4+ AD + - 4+ - + + - 4+ + + - m g A 1
Skua (pulmén) Esperanza 2000 si - - + + + - 4+ AD + - 4+ - + + - 4+ + + - m g A 1
Skua (boca) Esperanza 2000 si - - + + + - 4+ AD + - 4+ - + + - 4+ + + - m g A 1
Gaviota (boca) Esperanza 2000 0si - - + + + - 4+ AD + - 4+ - + + - 4+ + + - m g A 1
Pingiiino (higado) Esperanza 2000 0si - - + + + - 4+ AD + - 4+ - + + - 4+ + + - m g A 1
Agua Esperanza 2000 si - - + + + - 4+ AD + - 4+ - 4+ + - 4+ 4+ + - m g A 1
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AD: ausencia de desarrollo. m: multocida. g: gallicida (Ver Tabla 6).



Tabla 17a. Concentracion inhibitoria minima de los antimicrobianos probados con las cepas de

Pasteurella multocida aisladas en la Antartida entre los afios 2000 y 2001.

CEPA AIV AMP CEF CFT ENR STR FLO GEN TET TIA TIL
Petrel 128 <05 <05 <025 <006 4 <05 <1 <05 8 16
SKP2000 128 <05 <05 <025 <006 4 <05 <1 <05 8 16
SKP2000 128 <05 <05 <025 <0.06 38 <05 <1 <05 8 16
SKP 128 <05 <05 <025 <0.06 38 <05 <1 <05 8 32
SK B 128 <05 <05 <025 <006 4 <05 <1 <05 8 16
SKP 128 <05 <05 <025 <006 4 <05 <1 <05 8 16
SKP 128 <05 <05 <025 <0.06 38 <05 <1 <05 8 16
SKP 128 <05 <05 <025 <006 4 <05 <1 <05 8 16
SKH 128 <05 <05 <025 <006 8 <05 <1 <05 8 32
SKP 128 <05 <05 <025 <006 4 <05 <1 <05 8 16
SKP 128 <05 <05 <025 <006 16 <05 <1 <05 8 16
SKP 128 <05 <05 <025 <006 4 <05 <1 <05 8 16
SKP 128 <05 <05 <025 <006 4 <05 <1 <05 8 16
SK B 128 <05 <05 <025 <006 4 <05 <1 <05 8 16
SKP 128 <05 <05 <025 <006 8 <05 <1 <05 8 32
SKP 128 <05 <05 <025 <006 4 <05 <1 <05 8 16
SKP 128 <05 <05 <025 <006 8 <05 2 <05 8 32
SKP 128 <05 <05 <025 <006 8 <05 <1 <05 8 32
SKP 128 <05 <05 <025 <006 4 <05 <1 <05 8 16
SKP 128 <05 <05 <025 <006 16 <05 <1 <05 8 16
SKP 128 <05 <05 <025 <006 4 <05 <1 <05 8 16
SKP 128 <05 <05 <025 <0.06 38 <05 <1 <05 8 32
SKP 128 <05 <05 <025 <006 4 <05 <1 <05 8 16
SKP 128 <05 <05 <025 <0.06 38 <05 <1 <05 8 16
SK B 128 <05 <05 <025 <006 4 <05 <1 <05 8 16
SK B 128 <05 <05 <025 <006 4 <05 <1 <05 8 16
GAV B 128 <05 <05 <025 <006 4 <05 <1 <05 8 32
GAV B 128 <05 <05 <025 <0.06 38 <05 <1 <05 8 16

AIV: aivlosin, AMP: ampicilina, CEF: cefalotina, CFT: ceftiofur, ENR: enrofloxacina, STR: estreptomicina, GEN:
gentamicina, FLO: florfenicol, TET: tetraciclina, TIA: tiamulina, TIL: tilosina, SK: skua, GAV: gaviota cocinera, P:
pulmén, H: higado, B: cavidad buco-faringea (Ver Tabla 6).



Tabla 17b. Concentracién inhibitoria minima de los antimicrobianos probados con las cepas de

Pasteurella multocida aisladas en la Antartida entre los afios 2000 y 2001.

CEPA AIV AMP CEF CFT ENR STR FLO GEN TET TIA TIL

AGUA 128 <05 <05 <025 <0.06 16 <05 <1 <05 38 16
ADEH 128 <05 <05 <025 <£0.06 4 <05 <1 <05 38 16
ADEH 128 <05 <05 <025 <0.06 4 <05 <1 <05 38 16
ADEH 128 <05 <05 <025 <0.06 16 <05 <1 <05 38 16
ADEH 128 <05 <05 <025 <0.06 4 <05 <1 <05 38 16
ADEH 128 <05 <05 <025 <0.06 16 <05 <1 <05 38 16
ADEP 128 <05 <05 <025 <0.06 8 <05 <1 <05 38 16
ADEH 128 <05 <05 <025 <0.06 4 <05 <1 <05 38 16
ADEH 128 <05 <05 <025 <006 16 <05 <1 <05 38 16
ADEH 128 <05 <05 <025 <006 4 <05 <1 <05 38 16
ADEH 128 <05 <05 <025 <006 8 <05 <1 <05 38 16
ADEH 128 <05 <05 <025 <006 4 <05 <1 <05 38 16
ADEH 128 <05 <05 <025 <006 4 <05 <1 <05 38 16
ADEH 128 <05 <05 <025 <0.06 8 <05 <1 <05 38 32
ADEH 128 <05 <05 <025 <006 4 <05 <1 <05 38 16
ADEH 128 <05 <05 <025 <006 16 <05 <1 <05 38 16
ADEH 128 <0.5 <05 <025 <006 4 <05 <1 <05 38 16
ADEH 128 <05 <05 <025 <006 4 <05 <1 <05 38 32
ADEH 128 <05 <05 <025 <006 4 <05 <1 <05 38 16
ADEH 128 <05 <05 <025 <006 8 <05 <1 <05 38 16
ADEH 128 <05 <05 <025 <0.06 4 <05 <1 <05 38 16
ADEH 128 <05 <05 <025 <0.06 4 <05 <1 <05 38 16
ADEH 128 <05 <05 <025 <0.06 4 <05 <1 <05 38 16
ADEH 128 <05 <05 <025 <0.06 4 <05 <1 <05 38 16
ADEH 128 <05 <05 <025 <0.06 16 <05 <1 <05 38 16
ADEH 128 <05 <05 <025 <0.06 16 <05 <1 <05 38 32
ADEH 128 <05 <05 <025 <0.06 4 <05 <1 <05 38 16
ADEH 128 <05 <05 <025 <£0.06 4 <05 <1 <05 38 16

AIV: aivlosin, AMP: ampicilina, CEF: cefalotina, CFT: ceftiofur, ENR: enrofloxacina, STR: estreptomicina, GEN:
gentamicina, FLO: florfenicol, TET: tetraciclina, TIA: tiamulina, TIL: tilosina, ADE: pingiiino Adelia, P: pulmén.
H: higado.






Tabla 18. Caracterizacion fenotipica de las cepas de referencia de Pasteurella multocida
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m: multocida. g: gallicida. s: septica. S1 a s16: cepas de P. multocida de referencia (ver Tabla 6). ATCC: cepa P. multocida ATCC 51689.

(Ver Tabla 6).



Tabla 19. Concentracion inhibitoria minima de los antimicrobianos probados con las cepas de

referencia de Pasteurella multocida.

CEPA AIV AMP CEF CFT ENR STR FLO GEN TET TIA TIL
S1 128 <05 <05 <025 <0.06 8 <05 <1 <05 16 16
S2 64 <05 <05 <025 <006 4 <05 <1 <05 8 8
S3 32 <05 <05 <025 <006 4 <05 <1 <05 4 8
S4 128 <05 <05 <025 <0.06 16 <05 <1 <05 16 16
S5 128 <05 <05 <025 <006 4 <05 <1 <05 16 16
Sé 128 <05 <05 <025 <0.06 8 <05 2 <05 38 32
S7 128 0.5 <05 <025 <006 32 <05 2 <05 32 64
S8 256 <05 <05 05 <0.06 16 <05 2 <05 16 32
S9 128 <05 <05 <025 <0.06 16 <05 4 <05 16 32
S10 256 <05 <05 <025 <006 16 <05 2 <05 32 32
S11 128 2 1 <025 <006 8 2 <1 <05 64 32
S12 32 <05 <05 <025 <006 4 <05 <1 1 8 8
S13 128 <05 <05 05 <0.06 16 <05 <1 1 16 16
S14 128 0.5 <05 <025 <006 38 <05 <1 <05 16 16
S15 256 <05 <05 <025 <0.06 16 <05 2 <05 64 32
S16 128 0.5 <05 <025 <006 16 <05 <1 <05 8 16
ATCC 64 <05 <05 <025 <006 38 <05 <1 <05 16 16

AIV: aivlosin, AMP: ampicilina, CEF: cefalotina, CFT: ceftiofur, ENR: enrofloxacina, STR: estreptomicina, GEN:
gentamicina, FLO: florfenicol, TET: tetraciclina, TIA: tiamulina, TIL: tilosina, S1 a S16: cepas de P. multocida de
referencia, ATCC: cepa P. multocida ATCC 51689 (Ver Tabla 6).



Tabla 20. Caracterizacion fenotipica de las cepas de Pasteurella multocida aisladas de gallinas reproductoras.
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m: multocida. g: gallicida. s: septica. 001, 002, 004, 005, 006, 009, 010, 011 y 013: cepas aisladas en Argentina.

003: cepa aislada en Uruguay. B82: cepa aislada en Australia (Ver Tabla 6).



Tabla 21. Concentracién inhibitoria minima de los antimicrobianos probados con las cepas de

Pasteurella multocida aisladas de cerdos y aves comerciales de diferente origen.

CEPA AIV AMP CEF CFT ENR STR FLO GEN TET TIA TIL
001 64 <05 <05 <025 <0.06 38 <05 2 <05 8 16
002 64 <05 <05 <025 <006 16 <05 <1 <05 8 16
003 64 <05 <05 <025 1 16 <05 <1 <05 8 8
004 64 <05 <05 <025 0125 8 <05 <1 <05 8 8
005 128 <05 <05 <025 <006 4 <05 <1 <05 16 16
006 128 <05 <05 <025 <006 4 <05 <1 <05 8 32
009 128 <05 <05 <025 <006 4 <05 <1 <05 16 16
010 64 <05 <05 <025 <006 16 <05 <1 <05 16 64
011 128 <05 <05 <025 <006 16 <05 <1 <05 8 32
013 128 <05 <05 <025 <006 4 <05 <1 <05 16 16
B82 128 <05 <05 <025 <006 38 <05 2 <05 8 16
C1 256 <05 <05 <025 <006 16 <05 2 <05 32 32
C2 256 <05 <05 <025 <006 =264 <05 2 <05 32 32
C3 256 <05 <05 <025 <006 264 <05 2 <05 32 32
C4 1288 <05 <05 05 <006 16 <05 2 <05 32 32
C5 256 <05 <05 <025 <006 =264 <05 2 <05 32 32
Co 256 <05 <05 <025 <006 264 <05 2 <05 32 32
C7 256 <05 <05 <025 <006 4 <05 <1 32 32 32
C8 128 <05 <05 <025 <006 16 <05 <1 <05 16 16
C9 256 <05 1 <025 <006 =264 <05 2 <05 32 32
C10 128 <05 <05 <025 <006 =264 <05 2 <05 32 16

AIV: aivlosin, AMP: ampicilina, CEF: cefalotina, CFT: ceftiofur, ENR: enrofloxacina, STR: estreptomicina, GEN:
gentamicina, FLO: florfenicol, TET: tetraciclina, TIA: tiamulina, TIL: tilosina. 001, 002, 004, 005, 006, 009, 010,

011 y 013: cepas de P. multocida aisladas de aves comerciales de Argentina. 003: cepa de P. multocida aislada de

aves comerciales de Uruguay. B82: cepa de P. multocida aislada de aves comerciales de Australia. C1 a C10: cepas

de P. multocida aisladas de cerdos comerciales de la Provincia de Buenos Aires, Argentina (Ver Tabla 6).



Tabla 22. Caracterizacion fenotipica de las cepas de Pasteurella multocida aisladas de cerdos de la provincia de Buenos Aires.
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Tabla 23. Tasa de mortalidad en las poblaciones de aves voladoras de Bahia Esperanza

durante las temporadas reproductivas 2000-2001, 2001-2002 y 2002-2003.

Tasa de mortalidad (%)

Temporada _
skua gaviota Paloma promedio
cocinera antartica
2000-2001 30,6 2,8 1,1 11,5
2001-2002 4,6 1,8 0,0 2,1
2002-2003 1,8 0,4 1,4 1,2
promedio 12,3 1,7 0,8 4,9
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Tabla 24. Tasa de mortalidad de skua y gaviota cocinera en Esperanza durante las temporadas

temprana y tardia 2000-2001, 2001-2002 y 2002-2003.

Tasa de mortalidad (%)
Ao Temporada temprana Temporada tardia
skua gaYlota promedio  skua GaYlota promedio
cocinera Cocinera

2000-2001

0,0 1,4 0,7 30,6 1.4 16
2001-2002

1,8 0,6 1,2 1,8 1,2 1,5
2002-2003

1,8 0,0 0,9 0,0 0,4 0,2
Promedio

1,2 0,7 0,9 10,8 1 5,9
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ANEXO I. Clasificacién taxonémica de la Familia Pasteurellaceae

Lista de Géneros y Especies que conforman la Familia Pasteurellaceae, basada en el Bergey's
Manual of Systematic Bacteriology, 2nd edition, vol. 2 (Springer, New York) (in press), y
preparada por el Subcomité de Taxonomia para Pasteurellaceae del Comité Internacional de

Sistemaética de Procariotes, disponible a partir del mes de enero de 2005.

Genero 1. Pasteurella (genero tipo)
Pasteurella multocida (Especie tipo)
Pasteurella multocida subsp. multocida
Pasteurella multocida subsp. gallicida
Pasteurella multocida subsp. septica
Pasteurella pneumotropica
Pasteurella testudinis

Pasteurella aerogenes

Pasteurella canis

Pasteurella dagmatis

Pasteurella langaaensis

Pasteurella stomatis

Pasteurella bettyae

Pasteurella caballi

Pasteurella mairii

Pasteurella trehalosi

Pasteurella skyensis



Genus I1. Actinobacillus
Actinobacillus lignieresii (Especie tipo)
Actinobacillus actinomycetemcomitans
Actinobacillus equuli subsp. equuli
Actinobacillus equuli subsp. haemolyticus
Actinobacillus capsulatus
Actinobacillus suis

Actinobacillus pleuropneumoniae
Actinobacillus hominis

Actinobacillus ureae

Actinobacillus muris

Actinobacillus seminis

Actinobacillus indolicus

Actinobacillus minor

Actinobacillus porcinus

Actinobacillus roiz

Actinobacillus delphinicola
Actinobacillus scotia

Actinobacillus succinogenes

Actinobacillus arthritidis

Genus I11. Haemophilus
Haemophilus influenzae (Especie tipo)

Haemophilus haemolyticus
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Haemophilus aegyptius
Haemophilus parainfluenzae
Haemophilus ducreyi
Haemophilus haemoglobinophilus
Haemophilus aphrophilus
Haemophilus parahaemolyticus
Haemophilus paraphrophilus
Haemophilus paraseis
Haemophilus paraphrohaemolyticus
Haemophilus segnis

Haemophilus paracuniculus
Haemophilus felis

Haemophilus pittmaniae

Genero IV. Lonepinella

Lonepinella koalarum (Especie tipo)

Genero V. Mannheimia

Mannheimia haemolytica (Especie tipo)

Mannheimia glucosida
Mannheimia granulomatis
Mannheimia ruminalis

Mannheimia varigena
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Genero V1. Phocoenobacter

Phocoenobacter uteri (Especie tipo)

Genero VII. Gallibacterium

Gallibacterium anatis (Especie tipo)

Genero VIII. Histophilus

Histophilus somni (Especie tipo)

Genero VIII. Volucribacter
Volucribacter psittacicida (Especie tipo)

Volucribacter amazonae

Genero IX. Avibacterium
Avibacterium gallinarum (Especie tipo)
Avibacterium avium

Avibacterium paragallinarum

Avibacterium volantium

Otros microorganismos pertenecientes a la Familia Pasteurellaceae
Pasteurella sp. A

Pasteurella sp. B

Actinobacillus genomosp. 2

Actinobacillus porcitonsillarum
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Gallibacterium genomosp. 1
Taxon 2
Taxon 3
Taxon 5
Taxon 6
Taxon 7
Taxon 8
Taxon 10
Taxon 14
Taxon 16
Taxon 17

Taxon 26 (similar a Actinobacillus)

Especies sugeridas para ser excluidas de su respectivo Género

Pasteurella. P. pneumotropica, P. aerogenes, P. testudinis, P. bettyae, P. caballi, P. mairii,
P. skyensis, P. trehalosi.

Actinobacillus. A. actinomycetemcomitans, A. capsulatus, A. muris, A. seminis, A.
delphinicola, A. indolicus, A. minor, A. porcinus, A. rossii, A. scotia, A. succinogenes.
Haemophilus. H. parainfluenzae, H. ducreyi, H. haemoglobinophilus, H. aphrophilus, H.
parahaemolyticus, H. paraphrophilus, H. parasuis, H. paraphrohaemolyticus, H. segnis, H.

paracuniculus, H. felis.
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Figura 2, Mapa de Bahia Esperanza,



Figura 3. Aves que nidifican en Bahia Esperanza: a) pingiiino Adelia (Pygoscelis adeliae),
b) pingiiino papua (P. papua), c) skua (Catharacta sp.), d) gaviota cocinera (Larus dominicanus)
e) paloma antartica (Chionis alba), ) petrel gigante del sur (Macronectes giganteus)



Figura 4. Vista parcial de la colonia de pingiiino Adelia en Bahia Esperanza durante el
verano 2000-2001.

Figura 5. Base Antértica Esperanza. Detrds se observa el Monte Flora.

Figura 6. Gaviotas cocineras en un basural a cielo abierto ubicado en Avellaneda,
provincia de Buenos Aires.
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Figura 7. Distribucion de los cuerpos de agua dulce durante enero y febrero de los aftos 2000, 2001 y 2002,
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Figura 8. Arcas de vidificacion y asentamiento de skuas, guviota cocinera, paloma antértica, pingtine Adelia y pingline
papua durante enero y febrero del ario 2600 en Bahia Esperanza
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Figura 9. Distribucion de los cuerpos de agua dulce duranie enero y febrero del afio 2003.



Figura 10. Cuerpo de agua dulce 1 (charca), sitio en torno al cual se hallaron las aves
muertas por Colera Aviar durante el verano 2000-2001. Los skuas ubicados alrededor
de la charca son aves moribundas que no se alejaron ante la presencia humana.

Figura 11. Cuerpos de agua dulce 3 y 4 (estanques), sitio en torno al cual se hallaron
las aves muertas por Célera Aviar durante el verano 1999-2000.



Figura 12. Registros diarios de temperatura, precipitaciones (lluvia y nieve), y viento,
correspondiente a los meses de enero y febrero del afio 2001 en Bahia Esperanza.
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Figura 13. Registros diarios de temperatura, precipitaciones (lluvia y nieve), y viento,
correspondiente a los meses de enero y febrero del afio 2002 en Bahia Esperanza.

Temperatura. Enero - febrero 2002
5,0
4,0
?:Z M N \/AV \v/ S Temp Mix (°C)
\\ e A A A S e e M (0
-1,0 A 11 15 17 19 A1 23\25 29 \31s 8 10 12 6 48 20\ 22 24 25 2 emp fn ©
VN N ~

:212 \/ Vf YV \\Il\’ RVA
-4,0 V
-5,0

Lluvia. Enero - febrero 2002
20,0

1

o0 |
14,0 ,”l
12,0
100 \\ / H — Liuvia (mm)
8,0
el i A
40 LA A I IN A
so LH\ A R [\ [1 A /AN
oo LS\ / N VAN N RAWAN

Nieve. Enero - febrero 2002
9,0
7o |
6,0
i:g I\ Nieve (cm)
s A no |l
4 I N N [

1 83 5 7 9 111315171921 2325272931 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28

Viento. Enero - febrero 2002
140
=] N v
© AT A \/V\l\ AN E———

1ento m,

AT AT VAT A VRS LAY
" \/ V" \ Vi /
01357'91]]315]7‘]'9‘2‘]23‘25272()312468]0]214]6182022242628




Figura 14. Registros diarios de temperatura, precipitaciones (lluvia y nieve), y viento
correspondiente a los meses de enero y febrero del afio 2003 en Bahia Esperanza.
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Figura 15. Areas de nidificacion y asentamiento de skuas, gaviota cocinera, paloma antartica, pingiiino Adelia y pingtiino
papua durante encro y febrero del afio 2001.

Figura 16. Adelante skuas no reproductivos, atrds gaviotas cocineras no reproductivas
que arribaron a Bahia Esperanza el 1 de enero del afio 2001 y compartieron el nicho

ecoldgico con los skuas no reproductivos.
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Figura 17. Areas de nidificacion y asenlamiento de skuas, gaviotla cocinera, paloma antartica, pingliino Adelia y pingliino
papua durante enero y febrero del afio 2002.
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Figura 18. Arcas de midificacion y asentamicnto de skuas, gaviota cocinera, paloma antartica, pingiiino Adclia y pingliino
papua durante enero y febrero del afto 2003.



Figura 19. Distribucion de la poblacién de gaviota cocinera segun las distintas categorias etarias
durante las temporadas reproductivas 2000-2001, 2001-2002 y 2002-2003, en Bahia Esperanza.
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Figura 20. Distribucion de la poblacién de skua segun las distintas categorias etarias
durante las temporadas reproductivas 2000-2001, 2001-2002 y 2002-2003, en Bahia Esperanza.
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Figura 21. Distribucion de la poblacién de paloma antértica segun las distintas categorias etarias
durante las temporadas reproductivas 2000-2001, 2001-2002 y 2002-2003, en Bahia Esperanza.
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Figura 22. Distribucion poblacional de las aves voladoras durante las temporadas reproductivas
a) 2000-2001, b) 2001-2002, y c) 2001-2003, en Bahia Esperanza.
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Figura 23. Distribucion de la poblacién de pingiiino papua segun las distintas categorias
etarias durante las temporadas reproductivas 2000-2001, 2001-2002 y 2002-2003, en Bahia Esperanza.
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Figura 24. Carcasas de skuas muertos durante el verano 2000-2001 en Bahia Esperanza.
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Figura 25. Corazo6n de skua. Diagnéstico patoldgico presuntivo de Célera Aviar subagudo:
a) se observa un gran acimulo de fibrina, b) hiperemia.

Figura 26. Corte transversal del corazén y el perlcardlo de un skua Dlagnostlco patolégico
presuntivo de Célera Aviar subagudo (100X): a) pericardio y b) epicardio con abundante
cantidad de fibrina, c¢) hemorragia subepicardica, d) infiltracion celular, ) hemorragia en

el miocardio



Figura 27. Organos celdmicos de un skua con diagndstico patolégico presuntivo de
Colera Aviar subagudo: a) corazdn con pericarditis fibrinosa y hemorragia, b) corte
transversal del pulmén derecho con neumonia c¢) higado sin lesiones macroscopicas.

Cronico. Hiperemia y hemorragia en la region periocular..



»” : Y ¥
Figura 29. Organos celémicos de un pingiiino Adelia. Diagndstico patolégico presuntivo
de Colera Aviar agudo: hiperemia y hemorragia generalizada, a) esplenomegalia

e ad . ——— a
Figura 30. Higado de un pingiiino Adelia. Diagndstico patolégico presuntivo de Célera
Aviar agudo: el 6rgano se encuentra aumentado de tamafio y presenta pequeias areas
necroticas



Figura 31. Cerebro y cerebelo de un pingiiino Adelia. Diagndstico patoldgico presuntivo de
Colera Aviar agudo. Se observa hiperemia y hemorragia en los estratos externos de las meninges
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Figura 32. Resultados obtenidos mediante ERIC-PCR al comparar cepas de P. multocida
aisladas en la Antértida con aislamientos de aves domésticas. Calles 2 a 5: cepas de P. multocida
aisladas en Bahia Esperanza (agua dulce, gaviota cocinera, skua, pingiiino Adelia).

Calles 6 a 18: cepas de P. multocida aisladas de aves domésticas. Calle 19: control de sistema.
Calles 1 y 20: Ladder Marker.
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Figura 33. Resultados obtenidos mediante Apal-PFGE al comparar cepas de P. multocida
aisladas en la Antértida con cepas de referencia de P. multocida.

Calle 2: cepa X-73, P. multocida gallicida A:1.

Calle 3: cepa aislada de un petrel gigante del sur en las Islas Shetland del Sur en febrero del
afio 2000.

Calle 4: cepa aislada de pulm6n de skua en Bahia Esperanza en febrero del afio 2000.

Calle 5: cepa aislada de un cuerpo de agua dulce en Bahia Esperanza en febrero del afio 2001.

Calle 6 cepa aislada de cavidad bucofaringea de gaviota cocinera en enero del afio 2001.

Calle 8: cepa NADC P-2225, P. multocida gallicida A:14.

Calle 9: cepa NADC P-2237, P. multocida multocida NT:15.

Calle 10: cepa NADC P-2237, P. multocida multocida A:16.

Calle 11: cepa NADC P-1997, P. multocida multocida A:7.

Calles 1, 7 y 12: Lambda Ladder PFGE Marker.
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Figura 34. Resultados obtenidos mediante Smal-PFGE al comparar cepas de P. multocida
aisladas en la Antértida durante los veranos 1999-2000 y 2000-2001.

Calle 3: cepa aislada de un petrel gigante del sur en las Islas Shetland del Sur en febrero del

afio 2000.
Calle 4: cepa aislada de pulmon de skua en Bahia Esperanza en febrero del afio 2000.
Calle 5: cepa aislada de un cuerpo de agua dulce en Bahia Esperanza en febrero del afio 2001.
Calle 6 cepa aislada de higado de pingiiino Adelia en Bahia Esperanza en febrero del afio 2001.
Calle 7: cepa aislada de pulmon de pingiiino Adelia en Bahia Esperanza en febrero del afio 2001.
Calle 9: cepa aislada de cavidad bucofaringea de skua en Bahia Esperanza en febrero del afio 2001.
Calle 10: cepa aislada de pulmoén de skua en febrero del afio 2001.
Calle 11: cepa aislada de higado de skua en febrero del afio 2001.
Calle 12: cepa aislada de cavidad bucofaringea de gaviota cocinera en enero del afio 2001.
Calles 1 y 14: Lambda Ladder PFGE Marker. Calles 2, 8 y 13: Salmonella Braenderup.
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